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A b str a ct  

Pl a nt c ell s ar e a c a p a bl e s y st e m f or pr o d u ci n g hi g h v al u e pr ot ei n s f or a v ari et y of 

a p pli c ati o n s, a n d c h all e n g e p o p ul ar h o st or g a ni s m s s u c h a s m a m m ali a n c ell s, b a ct eri a 

or y e a st s. H o w e v er, pl a nt s d o n ot p erf or m p o st tr a n sl ati o n  pr ot ei n  m o difi c ati o n  i n t h e 

s a m e m a n n er a s m a m m ali a n c ell s , m o st criti c all y i n t er m s of N-li n k e d gl y c o s yl ati o n. 

T hi s c a n i m p a ct b ot h pr ot ei n f u n cti o n alit y  a n d st a bilit y,  k e y  f or h u m a n t h er a p e uti c s  

i nt e n d e d f or pr o d u c ti o n i n pl a nt s. T hi s o b st a cl e c a n b e a p pr o a c h e d b y cr e ati n g a pl a nt -

b a s e d s y st e m c a p a bl e of “ h u m a ni zi n g” pr ot ei n s of i nt er e st i n t er m s of N -li n k e d 

gl y c o s yl ati o n, r e s ulti n g i n pl a nt -pr o d u c e d pr ot ei n s wit h a gl y c a n pr ofil e a s w o ul d o c c ur 

i n a m a m m ali a n h o st s y st e m, m a ki n g t h e m m or e s uit a bl e f or t h er a p e uti c a p pli c ati o n s. 

F or t hi s, f o ur h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s ( H u G E s) i n v ol v e d i n N -li n k e d 

gl y c o s yl ati o n N - a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e I V a n d V ( G N TI V a n d G N T V), β -1, 4 -

g al a ct o s yltr a n sf er a s e ( B 4 G A L T 1), a n d α -2, 6 -si al yltr a n sf er a s e ( S T 6 G A L) n e e d t o b e  

e x pr e s s e d i n pl a nt c ell s. A s gl y c o s yl ati o n i s a st e p wi s e pr o c e s s, e n z y m e s n e e d t o 

l o c ali s e t o eit h er m e di al or tr a n s-G ol gi b o d y ci st er n a e. F or t hi s, a pr ot ei n t ar g eti n g 

str at e g y of r e pl a ci n g t h e m a m m ali a n N -t er mi n al G ol gi t ar g eti n g d o m ai n s o n H u G E s 

( C yt o pl a s mi c-Tr a n s m e m br a n e -St e m ( C T S) r e gi o n s) wit h pl a nt – s p e cifi c d o m ai n s , 

M U R 3 or F U T 1 3,  w er e t e st e d  tr a n si e ntl y a n d w er e s u c c e s sf ul i n r e dir e cti n g 

l o c ali s ati o n. T hi s w a s c o n d u ct e d vi a hi g h-r e s ol uti o n d y n a mi c c o nf o c al mi cr o s c o p y 

u si n g a n a n al y si s pi p eli n e b a s e d u p o n di st a n c e b et w e e n p e a k fl u or e s c e n c e  i nt e n sit y, 

r el ati v e t o k n o w n G ol gi m ar k er s M N S 1 a n d S T. T hi s a n al y si s d e m o n str at e d t h at t h e 

m o difi e d M U R 3 -G N TI V a n d M U R 3 -G N T V w er e s u c c e s sf ull y t ar g et e d t o t h e m e di al -

G ol gi ci st er n a e w hil e F U T 1 3 -S T 6 G A L a n d F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 w er e t ar g et e d t o tr a n s-

G ol gi ci st er n a e.  
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F oll o wi n g s u c c e s sf ul e x pr e s si o n  a n d t ar g eti n g of t h e f o ur H u G E s tr a n si e ntl y, t h e s e 

f o ur e n z y m e s w er e c o m bi n e d i nt o t w o e x pr e s si o n c a s s ett e s f or st a bl e pl a nt 

tr a n sf or m ati o n. T h e s e c o n si st e d of a N-t er mi n al C T S d o m ai n, t h e c at al yti c s u b u nit of 

t h e fir st e n z y m e, a li n k er d o m ai n, a n d t h e s e c o n d e n z y m e c at al yti c s u b u nit wit h o ut 

att a c h e d  fl u or e s c e nt pr ot ei n. T hi s h al v e d t h e i n s ert n u m b er n e c e s s ar y t o g e n er at e 

st a bl e gl y c o m o difi e d li n e s, tr a n sf or m e d u si n g t h e m o difi e d H u G E s i n wil d t y p e a n d 

pl a nt -gl y c a n d efi ci e nt  (Δ X F T ) li n e s of N. b e nt h a mi a n a . F oll o wi n g gr o wt h, r e s ulti n g 

s e e dli n g s of t hi s  li n e w er e s u c c e s sf ull y s cr e e n e d f or pr e s e n c e of e a c h of t h e f o ur 

H u G E c at al yti c d o m ai n s b y R T -P C R a g ai n st a 3 0 0 B P s e q u e n c e s p e cifi c t o e a c h 

e n z y m e. H u m a n pr ot ei n s of i nt er e st L A L, I g E a n d I g G w er e t h e n tr a n si e ntl y e x pr e s s e d 

i n t h e s e gl y c o m o difi e d li n e s a nd l e cti n bi n di n g a s s a y s  p erf or m e d a g ai n st t h e pl a nt 

e xtr a ct s, eit h er d ot bl ot or b y S D S -P A G E. T h e r e s ult s of t h e l e cti n bi n di n g a s s a y s 

p ot e nti all y i n di c at e alt er e d gl y c o m o difi c ati o n i n t h e H u G E st a bl e li n e s b ut ar e 

ulti m at el y i n c o n cl u si v e.  
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A c k n o wl e d g e m e nt s  

I c a n n ot t h a n k e v er y o n e ar o u n d m e d uri n g t hi s P h D e n o u g h f or t h eir tir el e s s i n p ut, 
e n c o ur a g e m e nt, s u p p ort a n d p ati e n c e t hr o u g h o ut t hi s pr oj e ct. Fir st t h a n k s g o t o 
V er e n a Kri e c h b a u m er, w h o h a s b e e n t h e s u p er vi s or m o st P h D s o nl y h o p e f or, a n d 
s o t h e l a st f e w  y e ar s h a v e b e e n a d eli g ht a c c or di n gl y. T h a n k y o u f or y o ur i n cr e di bl e 
a c a d e mi c i n p ut, d e di c ati o n i nt o m y d e v el o p m e nt a s a r e s e ar c h er, a n d o c c a si o n all y 
al m o st -t o o-h o n e st f e e d b a c k. I w o ul d li k e t o t h a n k S u s a n Br o o k e s f or h er fr e s h 
p er s p e cti v e a n d t e c h ni c al i n si g ht i nt o t h e pr oj e ct, a n d g e n er al u nfli n c hi n g p o siti vit y. I 
w o ul d e s p e ci all y li k e t o t h a n k Ri c h ar d Str a s s er f or hi s k e e n i n si g ht i nt o all t hi n g s 
pl a nt gl y c o s yl ati o n, a n d f or u s e of t h e Δ X F T  N. b e nt h a mi a n a  li n e d uri n g it s c o ur s e. I 
c o ul d n ot b e m or e t h a n kf ul t o h a v e h a d s u c h i n cr e di bl e s u p p ort.  

 

I w o ul d li k e t o t h a n k e v er y o n e i n t h e pl a nt a n d p ar a sit e l a b s of t h e Si n cl air a n n e x of 
t h e l a st f e w y e ar s f or t h e e x c ell e nt c o m p a n y. It’ s b e e n a m ar v ell o u s ti m e. S p e ci al 
t h a n k s g o t o St ef a n W oj ci k f or i ntr o d u ci n g m e t o t h e gr o u p, C h arl ott e P ai n f or t a ki n g 
m e u n d er h er wi n g i n t h e l a b all t h o s e y e ar s a g o a n d b ei n g a tir el e s s s o u n di n g b o ar d 
f or all t hi n g s s ci e n c e si n c e, i n cl u di n g l a b si n g-al o n g s. Y et m or e t h a n k s t o J o a n n a 
C ull a s a B B S R C p art n er i n cri m e, T ati a n a S p at ol a R o s si  f or p utti n g u p wit h m e, Bi s a 
A n d o v a s l a b n o n n a, a n d N a di n e Fi el d a s m y l a b t wi n. I l o o k f or w ar d t o w h at t h e n e xt 
g e n er ati o n of t h e pl a nt E n d o m e m br a n e l a b a c hi e v e s, a n d h o p e s o m e o n e c a n r e a d 
t h e h a n d writi n g I l eft b e hi n d.  

 

I c o ul d n’t h a v e c o m pl et e d t hi s pr oj e ct wit h o ut m y i n cr e di bl e n et w or k of fri e n d s. L u k e-
L e e Br e wi n w h o s u c c e s sf ull y cr o s s e d p h y si c s t o c oll a b or at e, L e a h Fit z p atri c k a s m y 
d ail y s a nit y c h e c k a n d t h e ot h er h alf of d o u bl e a ct h er e at Br o o k e s. B a b s t o n o s m all 
p r ai s e, a n d t h e S urr e y M M A girl s; a b s ol ut el y m y cir c u s, a b s ol ut el y m y m o n k e y s. F or 
m y O xf or d fri e n d s, L e o, E m m a, P e p e a n d Br ett; w e m a n a g e d, g o o d w or k  

 

T h a n k s  g o o ut t o m y f a mil y f or li st e ni n g p ati e ntl y w hil e I e x pl ai n e d w h at a G ol gi w a s 
o v er t h e l a st f e w y e ar s a n d n ot a s ki n g w h e n I’ll g et a j o b t o o oft e n. L o v e t o m y 
si bli n g s, m u m a n d T err y, t h a n k s f or b ei n g t h er e e v er y si n gl e ti m e. S p e ci al d e di c ati o n 
i n m e m or y of R o s e, al w a y s o n m y si d e, w h o di d n’t g et t o s e e t hi s fi ni s h e d.  

 

I w o ul d li k e t o t h a n k t h e B B S R C f or s u p p ort, a n d p arti c ul arl y t h e st aff of t h e o xf or d 
D T P f or t h e e x c ell e nt e x p eri e n c e  t h at w a s m y P h D.  
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1. 1 N -li n k e d gl y c o s yl ati o n i n pl a nt s f o r f u n cti o n al t h er a p e uti c 

p r ot ei n s  

N -li n k e d gl y c o s yl ati o n r ef er s t o t h e st e p wi s e e n z y m ati c att a c h m e nt of s u g ar m oi eti e s 

o nt o s p e cifi c a s p ar a gi n e r e si d u e s r e si di n g o n s y nt h e si z e d pr ot ei n ( B o s c h et al., 2 0 1 3) 

a n d h a s a str o n g i m p a ct o n pr ot ei n l o c ali s ati o n a n d f u n cti o n a s o n e of t h e m aj or 

p o s ttr a n sl ati o n al m o difi c ati o n s i n e u k ar y oti c c ell s ( Str a s s er et al., 2 0 1 4). I n pl a nt a n d 

m a m m ali a n c ell s, pr ot ei n N -gl y c o s yl ati o n b e gi n s i n t h e E R b y c o - or p o st -tr a n sl ati o n al 

e n bl o c  tr a n sf er of a n pr e-a s s e m bl e d oli g o s a c c h ari d e pr e c ur s or, Gl c 3 M a n 9 Gl c N A c 2, 

fr o m t h e li pi d c arri er d oli c h ol p yr o p h o s p h at e o nt o s p e cifi c A s n r e si d u e s wit hi n  t h e N-

gl y c o s yl ati o n c o n s e n s u s s e q u e n c e A s n – X – S er/ T hr ( w h er e X c a n b e a n y a mi n o a ci d 

e x c e pt Pr oli n e) ( G o m or d et al., 2 0 1 0; Str a s s er et al., 2 0 1 6 ; S c h o b er er et al., 2 0 1 8). 

T h e t w o o ut m o st gl u c o s e r e si d u e s ar e s u b s e q u e ntl y cl e a v e d b y α -gl u c o si d a s e I a n d  

II, r e s ulti n g i n t h e g e n er ati o n of a m o n o gl u c o s yl at e d N-gl y c a n. T hi s c a n i nt er a ct wit h 

c al n e xi n a n d c alr eti c uli n  i n or d er t o pr o m ot e f ol di n g. T h e d o w n str e a m r el e a s e fr o m t hi s 

i nt er a cti o n i nt er a cti o n d e p e n d s o n t h e tri m mi n g of t h e r e m ai ni n g gl u c o s e b y α-

gl u c o si d a s e  II. Pr ot ei n s t h at f ail fi n al c o nf or m ati o n h er e pr o gr e s s t o E R-a s s o ci at e d 

d e gr a d ati o n t o pr e v e nt mi sf ol d e d pr ot ei n a c c u m ul ati o n  (D ü n s er  et al., 2 0 2 5) . 

 

T h e c o m p o siti o n of gl y c o s yl ati o n e n z y m e s i n pl a nt a n d m a m m ali a n s y st e m s i s 

c o m p ar a bl e i n t h e e arl y st a g e s of N -gl y c a n c h ai n g e n er ati o n i n t h e ci s -G ol gi ci st er n a e 

b ut diff er s i n t h e e n z y m e s pr e s e nt i n t h e m e di al - a n d tr a n s-G ol gi ( S c h o b er er et al., 

2 0 1 8 a; S c h o b er er et al., 2 0 1 8 b); ( Fi g ur e 1. 1).  I n m a m m ali a n c ell s, N-

a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e s ( G n T s; G n TI, G n TII, G n TI V a n d G n T V) u s e Uri di n e 

di p h o s p h at e -N -a c et yl gl u c o s a mi n e ( U D P -Gl c N A c) i n or d er t o tr a n sf er N -

a c et yl gl u c o s a mi n e o nt o v ari o u s p oi nt s of t h e d e v e l o pi n g gl y c a n str u ct ur e, o nt o w hi c h 

f urt h er s p e cifi c g al a ct o s yl ati o n i s p erf or m e d b y B 4 G A L T 1, a n d fi n al α-2, 6 -si ali c a ci d 

c a p pi n g of t h e gl y c a n str u ct ur e b y S T 6 G A L ( Fi g ur e 1. 1; M c D o n al d et al., 2 0 1 4) . T h e 

f or m er st e p s ( G n TI a n d G n TII) ar e c o n s er v e d b et w e e n pl a nt s a n d m a m m ali a n c ell s 

( Fi g ur e 1. 1) u p u ntil t h e f or m ati o n of bi a nt e n n ar y G n G n str u ct ur e s. W hil st t h e l att er 

a n d s u b s e q u e nt st e p s ar e r e s p o n si bl e f or t h e br a n c hi n g (t h e f or m ati o n of tri - a n d t et r a- 

a nt e n n ar y N -a c et yl gl u c o s a mi n e), β 1, 4 -G al a ct o s yl ati o n a n d e n d -t er mi n al α-2, 6 -

si al yl ati o n ar e n ot pr e s e nt i n pl a nt s a n d t h e e n z y m e s r e s p o n si bl e m u st b e i ntr o d u c e d 

f or t h e s e t o o c c ur ( M c D o n al d et al., 2 0 1 4; N a g el s et al., 2 0 1 1). A s s u c h si ali c a ci d 
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a d diti o n c a n b e c o n si d er e d a si g nifi c a ntl y li miti n g st e p i n t h e h u m a ni s ati o n of 

h et er ol o g o u s pr ot ei n s e x pr e s s e d i n pl a nt s.  T o h u m a ni s e pl a nt gl y c o s yl ati o n p att er n s 

t o pr o d u c e e c o n o mi c all y a n d t h er a p e uti c all y i m p ort a nt pr ot ei n s, i n s erti o n of t h e h u m a n 

gl y c o s yl ati o n e n z y m e s ( H u G E s) G N TI V a n d G N T V, B 4 G A L T 1 a n d S T 6 G A L i nt o t h e 

m e di al or tr a n s-G ol gi ci st er n a e i s r e q uir e d ( Fi g ur e 1. 1). Eff e cti v e n e s s of e n z y m e 

k n o c k -i n str at e gi e s will b e d e p e n d e nt o n c orr e ct l o c ali s ati o n wit hi n t h e pl a nt G ol gi b o d y 

t o t h e m e di al an d tr a n s-G ol gi ci st er n a e r e s p e cti v el y, w hi c h c a n b e d et er mi n e d b y hi g h -

r e s ol uti o n c o nf o c al d y n a mi c i m a gi n g. 

 

  

si ali c a ci d

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

Pl a nt -s p e cifi c 
N -gl y c a n 

pr o c e s si n g

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

Pl a nt -e n gi n e er e d 
N -gl y c a n 

pr o c e s si n g

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

Si m plifi e d m a m m ali a n -
t y p e 

N -gl y c a n p r o c e s si n g

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

S T

B 4 G A L T 1

G N TI V/ V

F U T 8

G n TII

G MII

G n TI

G MI

S T 6 G A L

B 4 G A L T 1

G N TI V/ V

G n TII

G MII

G n TI

M N S 1/ 2

G A L T 1

F U T 1 1/ 1 2

X yl T

G n TII

G MII

G n TI

M N S 1/ 2

F U T 1 3

A s n

A s n

A s n

A s n

ci s

m e di al

t r a n s

g al a ct o s e f u c o s e Gl c N A c m a n n o s e x yl o s e
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Fi g ur e 1. 1: C o m p ari s o n of pl a nt a n d m a m m ali a n N -li n k e d gl y c o s yl ati o n wit h m o difi c ati o n s r e q uir e d f or 

h u m a ni si n g pl a nt N -li n k e d gl y c o s yl ati o n.  

R e q uir e d m o difi c ati o n s t o t h e pl a nt s y st e m i n t er m s of i n s erti o n of m a m m ali a n e n z y m e s a n d t h eir 

r e s ult a nt gl y c a n str u ct ur e s ar e hi g hli g ht e d i n t h e gr e e n b o x o n t h e ri g ht h a n d si d e. E n z y m e s ar e c ol o ur -

c o d e d f or l o c ali s ati o n i n ci s -G ol gi ci st er n a e ( or a n g e), m e di al -G ol gi ci st er n a e ( p ur pl e) a n d tr a n s-G ol gi 

ci st er n a e ( m a g e nt a). M N S:  -m a n n o si d a s e, G n T: N -a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e, X yl T: β -1, 2 -

x yl o s yltr a n sf er a s e, F U T 1 1/ 1 2:  -1, 3 -f u c o s yltr a n sf er a s e, G A L T 1: β -1, 3 -g al a ct o s yltr a n sf er a s e, F U T 1 3: 

 -1, 4 -f u c o s yltr a n sf er a s e. M o difi e d fr o m S c h o b er er et al, 2 0 1 8( b). S y m b ol n o m e n cl at ur e f or gr a p hi c al 

r e pr e s e nt ati o n of gl y c a n s i s b a s e d o n V ar ki et al, 2 0 1 5.  

 

 

G l y c o s yl ati o n c a n si g nifi c a ntl y e n h a n c e t h e p h y si c o c h e mi c al st a bilit y of gl y c o pr ot ei n s , 

N -li n k e d gl y c a n s s p e cifi c all y f a cilit at e pr ot ei n f ol di n g t hr o u g h t h eir r ol e i n t h e 

c al n e xi n/ c alr eti c uli n c h a p er o n e -m e di at e d f ol di n g c y cl e  ( M ar g oli n et al., 2 0 2 0) wit h 

m a n y f u n cti o n al pr ot ei n s d e p e n d a nt o n gl y c o s yl ati o n f or c orr e ct f ol di n g a n d s o a cti vit y . 

N ati v e pl a nt s e n z y m e s c a n f u n cti o n all y N -gl y c o s yl at e e x pr e s s e d  h et er ol o g o u s  h u m a n 

pr ot ei n s,  b ut  t h e y d o n ot p o s s e s s t h e m e di al- a n d tr a n s-G ol gi e n z y m e s r e q uir e d f or 

t h e g e n er ati o n of a m ulti -a nt e n n ar y N -gl y c a n c h ai n wit h e n d t er mi n al si ali c a ci d 

c a p pi n g, w hi c h i s t h e e n d str u ct ur e of m a m m ali a n N -gl y c a n m o difi c ati o n. A d a pt ati o n 

of t h e pl a nt m a c hi n er y t o pr o d u c e h u m a n gl y c a n p att er n s r e q uir e s t h e i n s erti o n of k e y 

h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s ( T a bl e 1. 1). T h e s e ar e G N TI V a n d G N T V ( N -

a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e I V a n d V), B 4 G A L T 1 ( β -1, 4 -g al a ct o s yltr a n sf er a s e), 

a n d S T 6 G A L ( α -2, 6 -si al yltr a n sf er a s e). T o o pti mi s e t h e s y st e m f or t h er a p e uti c 

pr o d u cti o n w o ul d al s o r e q uir e d o w nr e g ul ati o n of t h e pl a nt e n z y m e s X yl T ( β -1, 2 -

x yl o s yltr a n sf er a s e), F U T 1 1 a n d F U T 1 2 ( α -1, 3 -f u c o s yltr a n sf er a s e s) t o a v oi d 

i nt erf er e n c e wit h pl a nt gl y c o s yl ati o n p att er n s or att a c h m e nt of i m m u n o g e ni c pl a nt-

s p e cifi c gl y c a n s. T h e pl a nt e n z y m e s t o b e r e pl a c e d or o ut c o m p et e d ar e l o c ali s e d t o 

t h e m e di al a n d  tr a n s-G ol gi, h e n c e G N TI V, G N T V, B 4 G A L T 1 a n d S T 6 G A L s h o ul d al s o 

b e t ar g et e d t o m e di al or tr a n s-G ol gi ci st er n a e f or eff e cti v e e n z y m ati c f u n cti o n o n N -

gl y c a n i nt er m e di at e s ( S c h o b er er et al., 2 0 1 8 b) a s t h eir a cti vit y i s s e q u e nti al, f oll o wi n g 

t h e a cti vit y of t h e e n z y m e s i n t h e ci s-G ol gi ci st er n a e, a n d s u b -G ol gi l o c ali s ati o n 

dir e ctl y eff e ct s r e s ulti n g gl y c a n str u ct ur e s ( B o s c h et al., 2 0 1 3 ; C a stil h o et al., 2 0 1 1) . 

S e v er al e x pl a n ati o n s h a v e b e e n m a d e f or t h e n o n -u nif or m di stri b uti o n of gl y c o s yl ati o n 

e n z y m e s i n t h e G ol gi, fr o m ki n -r e c o g niti o n b a s e d o n e n z y m e s f or mi n g pr ot ei n-pr ot ei n 

i nt er a cti o n s c a u si n g gl y c o s yl ati o n e n z y m e s t o a g gr e g at e, or m e m br a n e t hi c k n e s s 
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m o d el s di ct ati n g di stri b uti o n b a s e d o n m e m br a n e si z e r el ati n g t o t h e n at ur e of 

gl y c o s yl ati o n e n z y m e s a s t y p e II m e m br a n e pr ot ei n s ( Nil s s o n et al., 2 0 0 9  

 

T a bl e 1. 1:  I ntr o d u c e d m a m m ali a n Gl y c o s yl ati o n e n z y m e s a n d t h eir f u n cti o n. E a c h of 

t h e m aj or gl y c o s yl ati o n e n z y m e s i n v e sti g at e d wit hi n t hi s pr oj e ct a n d t h eir r el e v a nt 

a cti vit y t o w ar d s a h u m a ni z e d gl y c a n pr ofil e.  

Gl y c o s yl ati o n e n z y m e s  E n z y m ati c f u n cti o n  R el ati o n t o pr ot ei n  

G N TI V & G N T V  

α 1, 3 -m a n n o s yl -β 1, 4 -N -

a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf

er a s e ( G n T -I V i s o z y m e s 

a) a n d α 1, 6 -m a n n o s yl -

β 1, 6 -N -

a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf

er a s e ( G n T -V)  

 

I ntr o d u c e  bi- a n d  tri - 

a nt e n n ar y br a n c h e d gl y c a n s 

i nt o  ori gi n al  c h ai n,  N-

a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e 

e n z y m e s, utili z e U D P - N -

a c et yl gl u c o s a mi n e t o tr a n sf er 

N -a c et yl gl u c o s a mi n e o nt o t h e 

str u ct ur e at s e v er al br a n c h 

p oi nt s ( M c D o n al d et al, 2 0 1 4)  

Gl y c a n str u ct ur e n ot f o u n d 

i n pl a nt s b ut i s a n e s s e nti al 

f o u n d ati o n f or d o w n str e a m 

m a m m ali a n 

gl y c o m o difi c ati o n  

B 4 G A L T 1  

β -1, 4 -

g al a ct o s yltr a n sf er a s e  

A d diti o n of β -1, 4 -g al a ct o s e 

i nt er m e di at e s ( S c h ni e d er et 

al., 2 0 1 5; B a k k er et al., 2 0 0 1)  

A d diti o n of s u b s e q u e nt a n d 

i nt er m e di ar y gl y c a n s o nt o 

br a n c h e d c h ai n s f or t h e 

pr e c ur s or t o si ali c a ci d 

a d diti o n  

S T 6 G A L  

α -2, 6 - si al yltr a n sf er a s e  

A d diti o n of t er mi n al α -2, 6 - 

si ali c a ci d r e si d u e s ( W e e et 

al., 1 9 9 8)  

A d diti o n of t er mi n al si ali c 

a ci d r e si d u e e s s e nti al t o 

mi mi c k  m a m m ali a n 

gl y c o s yl ati o n  pr ofil e, 

i n cr e a s e s  h alf-lif e  a n d 

st a bilit y  b y  r e d u ci n g 

eli mi n ati o n fr o m cir c ul ati o n  
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P l a nt G ol gi b o di e s gl y c o s yl ati o n m a c hi n er y i s n ot e q ui v al e nt t o t h e m a m m ali a n , a n d 

s o i s i n c a p a bl e of pr o d u ci n g s p e cifi c m a m m ali a n gl y c o m otif s a n d a m a m m ali a n -t y p e 

gl y c o s yl ati o n pr ofil e ( Fi g ur e 1. 1 ( Str a s s er et al., 2 0 1 4; S c h o b er er et al., 2 0 1 8 a; 

S c h o b er er et al., 2 0 1 8 b). T h e diff er e n c e s b et w e e n pl a nt a n d m a m m ali a n N -

gl y c o s yl ati o n m a c hi n er y ar e of i m p ort a n c e f or t h e e x pr e s si o n of m a m m ali a n pr ot ei n s 

a s m a n y e c o n o mi c all y i m p ort a nt r e c o m bi n a nt pr ot ei n s ar e gl y c o s yl at e d  (G örit z er et 

al., 2 0 2 1). A b s e n c e of t er mi n al si ali c a ci d si g nifi c a ntl y r e d u c e s pl a s m a h alf -lif e i n 

s u bj e ct t e sti n g a n d i s e s s e nti al i n m a n y dr u g s f or o pti m al t h er a p e uti c p ot e n c y, a s 

a b s e n c e si g nifi c a ntl y di mi ni s hi n g t h er a p e uti c eff e cti v e n e s s of tr e at m e nt ( B o s c h et al., 

2 0 1 3) , wit h effi c a c y of a nti b o d y t h er a p y c orr el ati n g wit h s er u m h alf lif e ( St elt er et al., 

2 0 1 9) F or e x a m pl e, t h e a b s e n c e of c o m pl e x N -gl y c a n s i n a n a nti -r a bi e s m o n o cl o n al 

a nti b o d y pr o d u c e d i n pl a nt s y st e m s r e d u c e s it s effi c a c y b y di mi ni s hi n g pl a s m a h alf -

lif e (K o et al., 2 0 1 4 ). T h e i ntr o d u cti o n or a m plifi c ati o n of k e y m a m m ali a n gl y c a n s c a n 

si g nifi c a ntl y i m pr o v e pl a s m a h alf -lif e f or t h er a p e uti c pr ot ei n s w hi c h h a s b e e n s h o w n 

for  a m o difi e d e r yt hr o p oi eti n wit h e n h a n c e d e n d t er mi n al si al y ati o n ( S u et al., 2 0 1 0) .  

 

O v er all, gl y c o -e n gi n e eri n g i n pl a nt s h a s b e e n s h o w n t o b e p o s si bl e. Pr o d u cti o n of 

m a m m ali a n gl y c a n m oti v e s i n pl a nt s c a n b e a c hi e v e d b y t h e t ar g et e d h et er ol o g o u s 

e x pr e s si o n of m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s ( Fi g ur e 1. 2; Str a s s er  et al., 2 0 1 4 a; 

Str a s s er et al.,  2 0 1 4 b) . E arli er st u di e s d e m o n str ati n g t h at a m a m m ali a n 

gl y c o s yltr a n sf er a s e c a n c o n v ert N -gl y c a n s i n pl a nt s i n a si mil ar w a y a s i n h u m a n c ell s 

( P al a c p a c et al., 1 9 9 9; B a k k er et al., 2 0 0 1)  p a v e d t h e w a y f or r e c o n str u cti n g 

m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n p at h w a y s i n pl a nt s y st e m s. Pr e vi o u s r e s e ar c h o n t h e 

si m ult a n e o u s o v er e x pr e s si o n of si x m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n pr ot ei n s i n N. 

b e nt h a mi a n a  r e s ult e d i n t h e s y nt h e si s of t h e a cti v at e d si ali c a ci d a n d i n pl a nt a pr ot ei n 

si al yl ati o n ( C a stil h o  et al., 2 0 1 0) .  
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Fi g u r e 1. 2 : P ot e nti al eff e ct s o n pl a nt N-gl y c a n str u ct ur e b y a d diti o n of m a m m ali a n p o st -tr a n sl ati o n al 

gl y c o s yl ati o n e n z y m e s, d e m o n str ati n g a d diti o n of f urt h er m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n m otif s o nt o a t y pi c al 

pl a nt gl y c a n t o cr e at e a h u m a ni z e d h y bri d str u ct ur e. E n gi n e er i n g of gl y c o s yl ati o n p at h w a y t o i n cl u d e 

m a m m ali a n e n z y m e s c a u s e s e n z y m ati c a cti vit y m aj orl y r e s p o n si bl e f or cr e ati o n of br a n c hi n g str u ct ur e 

a n d att a c h m e nt of i nt er m e di ar y li n k er s of N -a c et yl gl u c o s a mi n e ( G N TI V, G N T V) i n a d diti o n t o β -1, 4 -

G al a ct o s e  i nt er m e di at e gl y c a n s ( B 4 G A L T 1) t h at f a cilit at e s u b s e q u e nt att a c h m e nt of si ali c a ci d r e si d u e s 

( S T 6 G A L) r e s ulti n g i n a h u m a ni z e d pl a nt gl y c a n h y bri d str u ct ur e ( M a c d o n al d et al., 2 0 1 4; S c h o b er er et 

al., 2 0 1 8).  S y m b ol n o m e n cl at ur e f or gr a p hi c al r e pr e s e nt ati o n of gl y c a n s i s b a s e d o n V ar ki et al ( 2 0 1 5).  

 

T h e pl a nt G ol gi a p p ar at u s i s a si g nifi c a nt sit e of pr ot ei n s y nt h e si s a n d 

gl y c o m o difi c ati o n wit hi n t h e pl a nt c ell, a n d s o a f o c al p oi nt f or r e c o m bi n a nt pr ot ei n 

pr o d u cti o n ( G o m or d et al., 2 0 1 0; S c h o b er er et al., 2 0 1 8). I n c o ntr a st t o t h e i m m o bil e, 

p eri n u cl e a r G ol gi b o d y f o u n d i n m a m m ali a n c ell s, G ol gi b o di e s i n hi g h er pl a nt s ar e 

di s cr et e st a c k s n u m b eri n g s e v er al h u n dr e d p er c ell a n d ar e e xtr e m el y m o bil e 

t hr o u g h o ut t h e c yt o pl a s m. T h e b a si c str u ct ur e of t h e i n di vi d u al G ol gi b o d y ( Fi g ur e 1. 3) 

i s a st a c k of di s c-li k e ci st er n a e c h ar a ct eri z e d b y or d er wit hi n t h e st a c k, t h e ci s -

ci st er n a e a s t h e e ntr y p oi nt f or c ar g o e xiti n g t h e E R, t h e m e di al -ci st er n a e a n d t h e 

tr a n s-ci st er n a e. Fr o m t h e tr a n s-ci st er n a e pr o d u ct i s d eli v er e d t o t h e Tr a n s G ol gi 

N et w or k ( T G N) m e di ati n g i ntr a c ell ul ar d eli v er y of E R pr o d u ct s ( R o bi n s o n et al., 2 0 2 0).  
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Tr a n s p ort t o, fr o m a n d wit hi n t h e pl a nt G ol gi i s d e b at e d, e arli er m o d el s pr o p o si n g 

bi o s y nt h eti c c ar g o w a s s h uttl e d t o t h e G ol gi fr o m t h e E R b y f u n cti o n all y c o n s er v e d 

pr ot ei n s a n d C O PII v e si cl e s pr o d u c e d at t h e E R e xit sit e ( E R E S), a n d tr a n s p ort 

b et w e e n ci s t er n a e o c c urr e d i n t h e s a m e m a n n er ( Nil s s o n et al., 2 0 0 9). M or e r e c e nt 

st u di e s s u g g e st t h e r ol e of t h e E R E S a s a pr e -ci s -G ol gi c o m p art m e nt, a n d c ar g o 

d eli v er y o c c ur s t hr o u g h mi cr ot u b ul e s c o n n e cti n g t h e E R a n d G ol gi a p p ar at u s 

( M c gi n n e s s et al., 2 0 0 2) 

 

Fi g ur e 1. 3: Or g a ni z ati o n of t h e pl a nt G ol gi str u ct ur e a n d tr a n s p ort f or pr ot ei n bi o s y nt h e si s ( m o difi e d 

fr o m Pi gi n o, 2 0 1 2). 

 

 

 

1. 2 Pl a nt m ol e c ul ar f ar mi n g f o r r e c o m bi n a nt p r ot ei n  

M or e t h a n 5 0 % of E u k ar y oti c pr ot ei n s ar e i d e ntifi e d a s gl y c o pr ot ei n s ( A p w eil er et al., 

1 9 9 9), al o n g si d e a t hir d of a p pr o v e d bi o p h ar m a c e uti c al s ( W al s h et al., 2 0 0 6; G o m or d 

et al., 2 0 1 0) a c c or di n g t o t h e S wi s s -Pr ot d at a b a s e.  Gl y c o s yl ati o n c a n aff e ct si z e, 

c h ar g e, s ol u bilit y, t ar g eti n g a n d cl e ar a n c e r at e s of t h er a p e uti c pr ot ei n s, a ct a s li g a n d s 
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f or l e cti n r e c e pt or s a n d c arr y eff e ct or r ol e s i n I g G a nti b o di e s, o c c u p yi n g a h u g e r ol e i n 

r el ati o n t o t h er a p e uti c pr ot ei n s ( V ar ki et al., 2 0 1 5).  U nli k e m a n y p o p ul ar h o st s y st e m s 

s u c h a s b a ct eri a , m a m m ali a n a n d y e a st s, pl a nt s c a n p erf or m c o m pl e x N -gl y c o s yl ati o n, 

m a ki n g t h e m a n attr a cti v e h o st f or pr o d u cti o n of r e c o m bi n a nt pr ot ei n s  ( K o g el m a n n et 

al., 2 0 2 3) . 

 

Bi o p h ar mi n g r ef er s t o t h e c o n c e pt of pl a nt m ol e c ul ar f ar mi n g, d e s cri bi n g t h e 

pr o d u cti o n of r e c o m bi n a nt pr ot ei n s u si n g pl a nt s a s a h o st or g a ni s m ( Fi s c h er et al., 

2 0 0 4). V e ct or s el e cti o n t o pr o d u c e bi ol o gi c s, e s p e ci all y h u m a n t h er a p e uti c s, pr e s e nt s 

c h all e n g e s b ot h s ci e ntifi c a n d e c o n o mi c i n n at ur e ( S a c k et al., 2 0 1 5). T h e bi ol o gi c al 

p ar a m et er s of a n y s y st e m m u st b e c a p a bl e of s u p p orti n g t h e i nt e n d e d a p pli c ati o n of 

t h e e n d pr o d u ct. L ar g e q u a ntiti e s of si m pl e pr ot ei n s f or i n d u stri al u s e m a y b e a n i d e al 

pr o d u ct f or a b a ct eri al c ell s u s p e n si o n s y st e m, b ut t h e s a m e s y st e m w o ul d n ot b e 

c a p a bl e of pr o d u ci n g c o m pl e x h u m a n pr ot ei n s or b e e c o n o mi c all y vi a bl e t o d o s o 

( C h e n et al., 2 0 1 5). T h e i n n at e bi ol o gi c al pr o p erti e s of e xi sti n g s y st e m s, s u c h a s 

e n d o g e n o u s c o nt a mi n a n t s, c a p a bilit y f or p o st-tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n a n d 

gl y c o m o difi c ati o n ar e e x a m pl e s of i nfl e xi bl e d et er mi n a nt s of a s y st e m’ s s uit a bilit y. 

E c o n o mi c f a ct or s of a pr o d u cti o n s y st e m m a y b e m or e g e n er ali z e d, s u c h a s t h e a bilit y 

t o pr o d u c e a u nif or m a n d st a bl e pr o d u ct i n a m a n n er t h at i s c o st -eff e cti v e, a n d 

aff or d a bl y s c al a bl e e n o u g h t o s u p p ort t h e a b u n d a n c e r e q uir e d, b ut ar e e q u all y vit al t o 

t h e vi a bilit y of a pr o d u cti o n s y st e m’ s u s e ( C h e n et al., 2 0 1 6). 

I n n at e t ol er a n c e i n m a m m al s of pl a nt pr ot ei n s, t hr o u g h c o n st a nt c o nt a ct a n d di et, 

m a k e s pl a nt -pr o d u c e d t h er a p e uti c s hi g hl y d e sir a bl e f or t h eir l a c k of a s u b st a nti al 

i m m u n o g e ni c pr ofil e, w h e n c o m p ar e d t o m or e tr a diti o n al h o st s s u c h a s b a ct eri a 

( N a g el s et al., 2 0 1 1). Y e a st a n d b a ct eri al s y st e m s c a n g e n er at e hi g h ri s k i m m u n o g e ni c 

c o nt a mi n a nt s s u c h a s b a ct eri al li p o p ol y s a c c h ari d e s a n d t er mi n all y m a n n o s yl at e d 

gl y c a n str u ct ur e s, w hi c h ar e a si g nifi c a nt ri s k f a ct or f or t h er a p e uti c a p pli c ati o n s a s t h e y 

c a n tri g g er d etri m e nt al i m m u n e r e s p o n s e s i n p ati e nt s ( G o m e s et al., 2 0 1 6).  

I n c o m p ari s o n t o m o st e xi sti n g dr u g pr o d u cti o n s y st e m s t h at r e q uir e c o stl y e q ui p m e nt, 

f a ciliti e s a n d c o n s u m a bl e s, pl a nt s y st e m s ar e r el ati v el y l o w-c o st ( T e k o a h et al., 2 0 1 5). 

T h e c o n v e ni e nt a bilit y t o q ui c kl y g e n er at e s m all yi el d s of pr ot ei n fr o m tr a n si e nt 

tr a n sf or m ati o n of m at ur e pl a nt s f a cilit at e s ni c h e a p pli c ati o n s, s u c h a s a r a pi d v a c ci n e 

pr o d u cti o n i n r e s p o n s e t o a n o ut br e a k, c o m bi n e d wit h l o w i niti a l i n v e st m e nt c o st s 
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m a k e s t h e m a n attr a cti v e pr o p o siti o n i n t h e d e v el o pi n g w orl d. Pl a nt s y st e m s h a v e a 

gr e at er p ot e nti al c o m p ar e d t o m a n y e xi sti n g s y st e m s t o s hift cl o s er t o a c ar b o n -n e utr al 

pr o d u cti o n pl atf or m i n a n e v er e c ol o gi c all y c o n s ci o u s a g e ( B u y el, 2 0 1 9). A n i m p ort a nt 

a d v a nt a g e i n pr o d u ct s f or h u m a n t h er a p e uti c a p pli c ati o n s i s t h at pl a nt s c a n n ot e a sil y 

b e c o nt a mi n at e d wit h m a m m ali a n p at h o g e n s or s u p p ort t h eir gr o wt h a s s o m e 

b a ct eri al, y e a st a n d m a m m ali a n c ell s y st e m s c a n ( T e k o a h et al., 2 0 1 5). T h e s e f a ct or s 

i n mi n d m a ke pl a nt s a n i d e al s y st e m i n w hi c h t o d e v el o p a l o w -i m m u n o g e n e x pr e s si o n 

s y st e m f or h u m a n t h er a p e uti c pr ot ei n wit h a m o difi e d m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n pr ofil e.  

 

1. 3  I n v e sti g ati n g hu m a n pr ot ei n s of i nt er e st  

 

T h e pl a nt e x pr e s si o n pl atf or m i nt e n d e d w o ul d b e a bl e t o s u c c e s sf ull y pr o d u c e , a n d 

g e n er at e  m a m m ali a n -t y p e N-gl y c o s yl ati o n o n , a v ari et y of h u m a n pr ot ei n s of i nt er e st.  

Pr ot ei n s of i nt er e st w o ul d n e e d t o b e c orr e ctl y s y nt h e si z e d a n d h a v e t h e c orr e ct p o st -

tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n s, a n d s o t hr e e t e st t h er a p e uti c pr ot ei n s w er e s el e ct e d t o a ct 

a s r e p ort er s f or t hi s s y st e m. T h e s e w er e L y s o s o m al a ci d li p a s e ( L A L), t h e h e a v y 

c h ai n s of i m m u n o gl o b uli n G (I g G) a n d i m m u n o gl o b uli n E (I g E), s el e ct e d f or t h eir 

a p pli c ati o n s, c o m pl e xit y a n d m ulti pl e N -gl y c o s yl ati o n sit e s ( s e q u e n c e s i n a p p e n di c e s 

6).  

L A L i s a n e s s e nti al h u m a n l y s o s o m al li pi d m et a b oli s m e n z y m e r e s p o n si bl e f or t h e 

h y dr ol y si s of c h ol e st er ol e st er s ( C E s) a n d tri gl y c eri d e s ( T G s) i nt o f att y a ci d s ( F A s) 

wit hi n l y s o s o m e s ( D u et al., 2 0 0 8, T h el w all et al., 2 0 1 3 , B e sl er et al., 2 0 2 2). L A L 

d efi ci e n c y ( L A L -D) i s c o n si d er e d a  r ar e a ut o s o m al r e c e s si v e c o n diti o n c a u s e d b y 

alt er ati o n s i n t h e LI P A  g e n e e n c o di n g L A L ( Ki m et al, 2 0 1 6) a n d o c c urri n g i n a r at e of 

l e s s t h a n 1/ 1 0 0, 0 0 0 n e w b or n s ( A g ui s a n d a et al., 2 0 1 7). T h e s p e ctr u m of L A L-D 

p at h ol o g y i s m ulti s y st e m a n d l ar g el y d e p e n d e nt u p o n e n d o g e n o u s L A L a cti vit y. 

A b s ol ut e at -birt h d efi ci e n c y i s k n o w n a s W ol m a n’ s di s e a s e, a n d i s t y pi c all y n e o n at al 

l et h al, wit h a lif e e x p e ct a n c y of a p pr o xi m at el y 6 m o nt h s t o o n e y e ar, w hil st mil d er f or m s 

wit h s o m e r e si d u al a cti vit y ar e br o a dl y t er m e d C h ol e st er ol E st er St or a g e Di s e a s e 

( C E S D) ( B al w a ni et al., 2 0 1 3).  E n d o g e n o u s d efi ci e n c y  of L A L l e a d s t o a s p e ctr u m of 

di s e a s e p h e n ot y p e s r e s ulti n g fr o m c hr o ni c li pi d a c c u m ul ati o n , wit h L A L d y sf u n cti o n i s 



2 9  
 

c o n si d er e d a lif e -li miti n g c o n diti o n wit h f e w alt er n ati v e tr e at m e nt o pti o n s  a n d  a 

s e v er el y i m p air e d at -birt h lif e e x p e ct a n c y ( Str e bi n g er et al., 2 0 1 9). At ti m e of writi n g, 

t h e o nl y eff e cti v e tr e at m e nt o pti o n f or L A L d y sf u n cti o n i s e n z y m e r e pl a c e m e nt t h er a p y 

( E R T), of S e b eli p a s e Alf a © a r e c o m bi n a nt h u m a n L A L a n al o g u e pr o d u c e d i n 

g e n eti c all y m o difi e d c hi c k e n e g g s ( S u et al., 2 0 1 6).  L A L i s a g o o d c a n di d at e f or 

pr o d u cti o n i n t hi s pl atf or m, a s E R T s i n g e n er al r e q uir e ar e d e m a n di n g i n t er m s of 

q u a ntit y, q u alit y a n d mi ni mi z ati o n of s e n siti s ati o n a n d off -t ar g et eff e ct s ( Ki z h n er et al., 

2 0 1 5) . E xi sti n g tr e at m e nt o pti o n s f or L A L d efi ci e n c y ar e k n o w n t o h a v e i s s u e s wit h 

all er gi c r e a cti o n s t h at c a n pr e v e nt eff e cti v e tr e at m e nt ( Zi mr a n et al., 2 0 1 1, S u et al., 

2 0 1 6) . At ti m e of writi n g, t h e o nl y eff e cti v e tr e at m e nt o pti o n f or L A L d y sf u n cti o n i s 

e n z y m e r e pl a c e m e nt t h er a p y ( E R T), c o n si sti n g of t y pi c all y bi -w e e kl y i nf u si o n s of 

S e b eli p a s e Alf a © ( pr o d u c e d b y Al e xi o n P h ar m a c e uti c al s), w hi c h i s a r e c o m bi n a nt 

h u m a n L A L a n al o g u e pr o d u c e d i n g e n eti c all y m o difi e d c hi c k e n e g g s ( S u et al., 2 0 1 6).  

T hi s m a k e s L A L a n i nt er e sti n g c a n di d at e pr ot ei n f or t hi s s y st e m, a s it r e q uir e s 

g e n er ati o n of a f u n cti o n al h u m a n e n z y m e wit h m a m m ali a n N -gl y c o s yl ati o n, i n a s l o w 

i m m u n o g e n s y st e m a s i s p o s si bl e, k e y t ar g et s f or t hi s pr oj e ct. 

 

E R T r e q uir e s a fi n al pr o d u ct t h at i s c a p a bl e of m e eti n g n e c e s s ar y d e m a n d s: s uffi ci e nt 

q u a ntit y, wit h c orr e ct str u ct ur e a n d a cti vit y, p ur e a n d a s cl o s e t o t h e h u m a n a n al o g u e 

a s p o s si bl e. T hi s i s t o e n s ur e a t hr e s h ol d of r e pl a c e m e nt e n z y m e a cti vit y i s r e a c h e d, 

b ut wit h mi ni m al off t ar g et eff e ct s o c c urri n g d uri n g r e p e at e d e x p o s ur e, a s h a s b e e n 

n ot e d i n e xi sti n g E R T o pti o n s ( Ki z h n er et al., 2 0 1 5). E xi sti n g m a m m ali a n, b a ct eri al 

a n d y e a st s y st e m s c o ul d e a c h m at c h t h e s e crit eri a t o s o m e e xt e nt, b ut n ot a s 

c o m pl et e l y a s d e sir e d, e s p e ci all y w h er e off t ar g et eff e ct s ar e c o n c er n e d.  

 

I g’ s pr o d u cti o n i n pl a nt s i s n ot a n e w p h e n o m e n o n, b ut t h eir eff e cti v e n e s s f or 

t h er a p e uti c a p pli c ati o n s i s oft e n li mit e d ( B ei h a m m er et al., 2 0 2 3). T hi s i s i n p art b y t h e 

r e s ult a nt N-gl y c o s yl ati o n pr ofil e b ei n g t y pi c all y u n d er gl y c o s yl at e d aff e cti n g st a bili t y 

a n d bi n di n g affi nit y ( C a stil h o et al., 2 0 1 8), w hi c h t hi s r e s e ar c h m a y i n p art miti g at e.  

I g E i s p arti c ul arl y h e a vil y gl y c o s yl at e d wit h s e v e n N-Gl y c o s yl ati o n sit e s ( M o nt er o -

M or al e s  et al., 2 0 1 9), a n d wit h sit e o c c u p ati o n wit h e n d -t er mi n al si al yl ati o n dir ectl y 

i m pr o vi n g pl a s m a h alf-lif e w h e n c o m p ar e d t o it s u n d er-gl y c o s yl at e d st at e ( C hi a et al., 
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2 0 2 3). C orr e ct pr ot ei n str u ct ur e  c a n d e p e n d u p o n  gl y c o s yl ati o n , w hi c h a d diti o n all y 

dir e ctl y i m p a ct s bi n di n g f u n cti o n alit y  i n I g s. R el ati v e bi n di n g affi nit y of s y nt h e si z e d I g s 

h a s pr e vi o u sl y b e e n u s e d a s a  v ali d m etri c f or t h e m e a s ur e  of s u c c e s sf ul pr o d u cti o n  

a n d gl y s c o s yl ati o n ( K o g el m a n n et al., 2 0 2 3) . R el ati v el y si m pl e c o m m er ci al t e st s ar e 

a v ail a bl e t o a s s e s s t h eir f u n cti o n alit y, str e a mli ni n g a pri m ar y a n al y si s ( G örit z er et al., 

2 0 2 1) . W h er e a s, t o t e st f u n cti o n alit y of L A L it s elf m a y n ot b e p o s si bl e d u e t o n e e d of 

a n a ni m al m o d el, b ut e a c h pr ot ei n of i nt er e st s el e ct e d r e pr e s e nt s a c o m pl e x, 

gl y c o s yl at e d t h er a p e uti c pr ot ei n str u ct ur e t o t e st t h e pl a nt pr o d u cti o n s y st e m.  

 

C h a pt er 2: M at eri al s a n d m et h o d s  

 

C o nt e nt s  

2. 1 Pl a nt m at eri al  ..................................................................................................... 3 2  

2. 1. 1 Wil d t y p e m at eri al a n d st a n d ar d gr o wt h c o n diti o n s  ............................. 3 2  
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2. 1 Pl a nt m at eri al  

 

2. 1. 1  Wil d t y p e m at eri al a n d st a n d ar d gr o wt h c o n diti o n s  

U nl e s s ot h er wi s e st at e d, all e x p eri m e nt s w er e p erf or m e d o n wil d t y p e Ni c oti a n a 

b e nt h a mi a n a , h er e aft er r ef err e d t o a s t o b a c c o, gr o w n u n d er gr e e n h o u s e c o n diti o n s.  

T o b a c c o s e e d s w er e pl a c e d o n st eril e ½ M S pl at e s ( 2. 4 g L -1 M ur a s hi g e a n d S k o o g 

m e di u m, 0. 8 % p h yt o a g ar i n d ei o ni s e d w at er, p H 5. 7 ), s e al e d wit h d o u bl e-l a y er e d 

mi cr o p or e t a p e f or g a s e x c h a n g e, a n d pl a c e d i n a pl a nt gr o wt h c h a m b er u n d er 1 6 hr 

li g ht/ d ar k c y cl e at 2 2° C . Aft er 1 0 d a y s s e e dli n g s w er e tr a n sf err e d t o s oil a n d gr o w n i n 

gr e e n h o u s e c o n diti o n s. P l a nt s w er e u s e d f or a gr oi nfiltr ati o n at 5-6 w e e k s ol d.  

 

2. 1. 2 Δ X F T  Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a  

T h e Δ X F T Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a  β 1, 2 -x yl otr a n sf er a s e ( X yl T ) a n d α 1, 3-

f u c o s yltr a n sf er a s e ( F u c T) R N Ai k n o c k d o w n li n e w a s d e v el o p e d a n d pr o vi d e d b y 

Ri c h ar d Str a s s er ( Str a s s er et al., 2 0 0 8) a s s e e d s . U s e of t h e  Δ X F T li n e  f or t h e 

g e n er ati o n of st a bl e pl a nt li n e a g e s w a s  gr a nt e d.  T h e s e pl a nt s w er e tr e at e d wit h 

st a n d ar d gr o wt h c o n diti o n s d e s cri b e d a n d  i n c o m pli a n c e wit h G M pr ot o c ol. 

 

2. 2 Mi cr o s c o p y  

 

2. 2. 1 C o nf o c al mi c r o s c o p y  

F or t h e p ur p o s e s of i m a gi n g t o b a c c o l e af e pi d er m al c ell s, s m all l e af s e cti o n s ( 2 5 m m 2 ) 

w er e c ut fr o m i nfiltr at e d t o b a c c o l e a v e s a n d t h e a b a xi al s urf a c e i m a g e d. Pl a nt s e cti o n s 

w er e m o u nt e d i n w at er. All c o nf o c al mi cr o s c o p y w a s p erf or m e d at O xf or d Br o o k e s 

U ni v er sit y wit h  a Z ei s s L S M 8 8 0 wit h Air y s c a n d et e ct or. I m a g e s w er e c oll e ct e d wit h 

eit h er a Z ei s s Pl a n A p o 1 0 0 x/ 1. 4 6 N A oil i m m er si o n or a Z ei s s Pl a n A p o 6 3 x/ 1. 4 N A oil 

i m m er si o n o bj e cti v e. 5 1 2 x 5 1 2 i m a g e s w er e c oll e ct e d i n 8-bit wit h 2 -li n e a v er a gi n g. 

All i m a gi n g w a s p erf or m e d at r o o m t e m p er at ur e. E x cit ati o n a n d e mi s si o n w a v el e n gt h s 

f or fl u or o p h or e s u s e d i n t hi s pr oj e ct ar e s h o w n b el o w (t a bl e 1). 
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T a bl e 2. 1: E x cit ati o n a n d e mi s si o n w a v el e n gt h s f or c o m m o n fl u or o p h or e s  

Fl u or o p h or e  E x cit ati o n w a v el e n gt h 

( n m) 

E mi s si o n s p e ctr a 

( n m) 

R e d fl u or e s c e nt pr ot ei n ( m R F P)  5 6 1  5 7 0 -6 1 5  

Gr e e n fl u or e s c e nt pr ot ei n ( e G F P)  4 8 8  4 9 5 -5 5 0  

Cl o v er ( C L V R)  4 8 8  4 9 3 -5 9 8  

Bl u e fl u or e s c e nt pr ot ei n 

(m T a g B F P 2 ) 

4 0 0  4 2 0 -5 4 0  

 

 

2. 2. 2 I d e ntif yi n g G ol gi l o c ali z e d e x pr e s si o n wit h li n e pr ofil e a n al y si s 

C o -l o c ali s ati o n a n al y si s f or c o n str u ct s a n d m ar k er s i n t h e pl a nt G ol gi b o d y w a s 

p erf or m e d u si n g a li n e pr ofil e utilit y i n Z ei s s Z E N bl u e s oft w ar e ( V er si o n 

3 . 5. 0 9 3. 0 0 0 0 0; M c Gi n n e s s et al., 2 0 2 2). G ol gi i n a s uit a bl e si d e -pr ofil e c o nfi g ur ati o n 

( Fi g ur e 2. 1, A) ar e o bt ai n e d, u s u all y b y s el e cti o n fr o m a Air y m o vi e ti m e s eri e s t o o bt ai n 

t h e b e st c o nfi g ur ati o n f or r e d u ci n g o v erl a p a n d o b s er vi n g s e p ar ati o n b a s e d o n G ol gi 

r ot ati o n, m a xi mi si n g pr o p orti o n of diff er e n c e d u e t o a ct u al l o c ali s ati o n of e x pr e s si o n. 

U s e of air y m o vi e ti m e s eri e s a d diti o n all y all o w s tr a c ki n g of i n di vi d u al G ol gi i n a s a m pl e 

a n d pr e v e nt s r e -s a m pli n g. A n al y si s -q u alit y ti m e s eri e s ar e c oll e ct e d at 5 1 2 x 5 1 2 pi x el 

d e n sit y, a v er a gi n g of 2 at 1 5 x z o o m o n a z ei s s 8 8 0 c o nf o c al at m a x s p e e d u si n g a 6 3 x 

l e n s. T h e si d e pr ofil e of G ol gi at t hi s pi x el d e n sit y a n d z o o m will t y pi c all y s p a n ar o u n d 

3 0 pi x el s.  T etr a s p e c k ™  fl u or e s c e nt mi cr o s p h er e s (I n vitr o g e n T 1 4 7 9 2) w er e u s e d t o 

c ali br at e Air y s c a n d et e ct or a n d c h e c k l a s er ali g n m e nt b ef or e s e s si o n s o b s er vi n g G ol gi 

c o -l o c ali s ati o n. A s w a s a c o ntr ol c o m bi n ati o n of M N S 1-S T t o c h e c k a n y a n o m ali e s i n 

o v er all l o c ali s ati o n.  

 

Wit h s uit a bl e si d e pr ofil e G ol gi o bt ai n e d, Z E N bl u e s oft w ar e w a s u s e d t o dr a w a li n e 

( si zi n g = 5) p er p e n di c ul ar t o t h e s el e ct e d G ol gi b o d y ( Fi g ur e 2. 1, A) i n or d er t o g e n er at e 

a li n e i nt e n sit y pr ofil e ( Fi g ur e 2. 1, B) of t h e t w o c h a n n el s.  Li n e pr ofil e s ar e dr a w n fr o m 

s u s p e ct e d ci s -f a c e of t h e G ol gi (i d e ntifi c ati o n of ori e nt ati o n d e p e n d a nt o n c o n str u ct 

e x pr e s si o n) t o b e gi n a n d t er mi n at e wit hi n vi si bl e fl u or e s c e n c e.  T hi s i d e ntifi e s p e a k s of 

fl u or e s c e nt i nt e n sit y wit hi n t h e G ol gi wit h o ut si g nifi c a nt b a c k gr o u n d i nt erf er e n c e.  
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Fi g ur e 2. 1. A) E x a m pl e pr ofil e vi e w c o nf o c al i m a g e a n d B) o ut p ut of a li n e i nt e n sit y a n al y si s 

fr o m Z E N bl u e f or mi cr o s c o p y d at a f or S T-m R F P ( m a g e nt a) a n d M N S 1 -e G F P ( gr e e n). Gr a p h s 

w er e g e n er at e d f or e a c h G ol gi f or vi s u al r e pr e s e nt ati o n of fl u or e s c e n c e di st ri b uti o n t o i d e ntif y 

err or s.  

 

T h e di st a n c e b et w e e n t h e m a xi m u m p e a k i nt e n siti e s of e a c h c h a n n el w a s c oll e ct e d 

a cr o s s t h e li n e pr ofil e f or e a c h G ol gi b o d y a n al y s e d ( Fi g ur e 2. 2), wit h t h e d at a b ei n g 

u s e d t o d et er mi n e t h e m a xi m u m p e a k i nt e n sit y of e a c h r e s p e cti v e c h a n n el (r e d a n d 

gr e e n arr o w s), a n d t h e di st a n c e v al u e b et w e e n t h e m i n n m ( bl u e arr o w s)  t o d et er mi n e 

d e gr e e of c o -l o c ali s ati o n. A v er a g e a n d st a n d ar d d e vi ati o n w er e c al c ul at e d f or e a c h 

pr ot ei n c o m bi n ati o n. V al u e s f or di st a n c e b et w e e n p e a k s w er e a n al y s e d wit hi n 

s e s si o n s (i. e. a n al y s i s gr o u p e d t o s a m pl e s t a k e n i n o n e mi cr o s c o p e c oll e cti o n) a n d 

c o m p ar e d b et w e e n s e s si o n p o ol s  

 

A)                                       B)
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Fi g ur e 2. 2. D at a o ut p ut f or li n e pr ofil e s.  

E x a m pl e d at a o ut p ut of li n e pr ofil e a n al y si s i n Z e n i s s h o w n o n t h e l eft h a n d si d e. M a xi m u m 

fl u or e s c e nt i nt e n sit y of c h a n n el 1 (r e d arr o w) a n d m a xi m u m of c h a n n el 2 ( gr e e n arr o w) i s 

i n di c at e d, wit h t h e di st a n c e s e p ar ati n g t h e t w o p e a k s al o n g t h e li n e i nt e n sit y pr ofil e ( bl u e 

arr o w s).  A n e x a m pl e of a d at a s u b s et i s s h o w n o n t h e ri g ht. E a c h r o w pr o vi d e s a si n gl e G ol gi 

b o d y li n e pr ofil e a n al y si s fr o m o n e c o m bi n ati o n s h o wi n g m a xi m u m i nt e n siti e s a n d t h e di st a n c e 

b et w e e n t h e m, pr o c e s s e d b y u s e of a p yt h o n s cri pt ( A p p e n di x 1).  

 

T hi s pr o c e s s w a s a ut o m at e d t hr o u g h u s e of a p yt h o n s cri pt ( A p p e n di x 1  wit h c o d e f or 

P yt h o n v er si o n 3. 9) t o it er at e t hr o u g h m ulti pl e . c s v fil e s, o bt ai n di st a n c e b et w e e n 

p e a k s a n d fit t o a G a u s si a n di stri b uti o n t o i m pr o v e pr e ci si o n of r e s ult s c oll e ct e d, a s 

Z E N o nl y f or m at s di st a n c e m e a s ur e m e nt s b y pi x el, l e a di n g t o a n irr e g ul ar s c al e t h at 

l a c k s s m all i n cr e m e nt s c a u si n g d at a bi n ni n g f or cl o s e pr o xi mit y c o m bi n ati o n s ( Fi g ur e 

2. 2, ri g ht, m a x v al u e c ol u m n). T hi s o ut p ut s p e a k i nt e n sit y of e a c h c h a n n el, a s b ot h t h e 

m o difi e d G a u s si a n -fitt e d d at a or t h e u n m o difi e d m a x di st a n c e d at a d eli v er e d b y Z e n, 

t o c o m p ar e f or a n y err or s, t h e n u s e d t o pr o d u c e a v er a g e s a n d st a n d ar d d e vi ati o n s 

a cr o s s c oll e ct e d li n e i nt e n sit y pr ofil e s.  
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2. 3 Pl a nt tr a n sf or m ati o n a n d tr a n sf e cti o n  

 

2. 3. 1 R e g e n e r ati o n f or st a bl e pl a nt li n e s i n t o b a c c o  

T h e pr ot o c ol f or t o b a c c o r e g e n er ati o n w a s d e v el o p e d vi a s u p er vi s or -st u d e nt 

c orr e s p o n d e n c e. W h ol e pl a nt l e a v e s ( eit h er N. t a b a c u m or N. b e nt h a mi a n a ) w er e 

i nfiltr at e d a c c or di n g t o a gr o b a ct eri u m-m e di at e d e x pr e s si o n pr ot o c ol at a n O D 6 0 0  of 0. 1, 

a n d i n c u b at e d at 2 2 ° C wit h a 1 6 hr li g ht/ d ar k c y cl e  for 7 2 hr s. L e a v e s w er e t h e n 

h ar v e st e d a n d s m all ( < 1 c m) s q u ar e s w er e c ut fr o m i nfiltr at e d r e gi o n s. L e af s e cti o n s 

w er e st erili z e d i n a 2. 5 % s o di u m h y p o c hl orit e s ol uti o n f or 1 0 mi n wit h s h a ki n g, t h e n 

u n d er w e nt t w o ri n s e c y cl e s i n st eril e d ei o ni z e d w at er of 2  mi n wit h s h a ki n g. L e af 

s e cti o n s w er e t h e n tr a n sf err e d t o a s h o ot i n d u ci n g s oli d m e di a ( F or 2 0 0  ml: Mi x 0. 8 6 g 

M S s alt s, 4 g s u cr o s e, 1. 6 g P h yt o a g ar, 4 0 0 µl of 1  m g/ ml b e n z yl a mi n o p uri n e ( B A P) 

(f or fi n al c o n c. 2 m g/ L) 1 0 µl of 1 m g/ ml n a p ht h al e n e a c eti c a ci d ( N A A) (f or fi n al c o n c. 

0. 0 5 m g/ L) t h e n t o fi n al v ol u m e of 2 0 0  ml wit h d ei o ni z e d w at er. p H s hift e d t o 5. 7 b ef or e 

a ut o cl a vi n g. P o st a ut o cl a v e, w h e n m elti n g t o p o ur pl at e s a d d t o w h ol e b ottl e 2 0 0 µl of 

2 0 0  m g/ ml of a p pr o pri at e s el e cti o n a nti bi oti c ( Eit h er H y gr o m y ci n or K a n a m y ci n), 2 0 0 

µl of 2 0 0  m g/ ml ti m e nti n a n d 2 0 0 µl of 2 0 0  m g/ ml c ar b e ni cilli n. Pl at e s w er e r efr e s h e d 

e v er y 1 4 d a y s u ntil s h o ot s e m er g e d. O n c e s h o ot s e m er g e d t h e s e w er e tr a n sf err e d t o 

a r o oti n g m e di a ( F or 2 0 0  ml: c o m p o siti o n t h e s a m e a s s h o oti n g m e di u m, b ut wit h o ut 

B A P.) T h e s a m e pr ot o c ol w a s a p pli e d wit h r o oti n g m e di a u ntil r o ot s e m er g e d. Pl at e s 

w er e k e pt i n a gr o wt h c a bi n et o n a 1 6 hr li g ht c y cl e i nt e n d e d f or T o b a c c o. F or c o ntr ol 

c o n diti o n s t hi s m e di a w a s u s e d  wit h o ut s el e cti o n a g e nt s, f or c o n str u ct s of i nt er e st 

m e di a i n cl u d e d 5 0 m g/ ml ti m e nti n, 2 5 m g/ ml c ar b e ni cilli n, a n d t h e n eit h er 5 0  m g/ ml 

h y gr o m y ci n or 5 0  m g/ ml k a n a m y ci n d e p e n di n g o n v e ct or u s e d a s a s el e cti o n a g e nt t o 

pr e v e nt n o n s p e cifi c gr o wt h. V e ct or s u s e d f or d o w n str e a m st a bl e pl a nt e x pr e s si o n 

w er e o bt ai n e d fr o m VI B -U G E N T C e ntr e f or Pl a nt S y st e m s Bi ol o g y( K ari mi et al., 2 0 0 2): 

p H 7 W G 2 ( aft er w ar d s r eff er e d t o a s 3 8 8) w a s u s e d t o g e n er at e t h e M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 

e x pr e s si o n v e ct or a n d p K 7 W G 2 ( aft er w ar d s r eff er e d t o a s 3 8 9) t o g e n er at e t h e 

F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 e x pr e s si o n v e ct or.  O n c e r o ot s of s uffi ci e nt si z e d e v el o p e d ( ~ 6 

w e e k s) t h e pl a ntl et s w er e tr a n sf err e d t o t h e gr e e n h o u s e a n d p ott e d i nt o m oi st s oil i n 

c o v er e d tr a y s t o m ai nt ai n hi g h h u mi dit y  f or t h e fir st f e w w e e k s, t h e n gr o w n ac c or di n g 

t o st a n d ar d gr o wt h c o n diti o n s f or G M t o b a c c o.  
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2. 4 Cl o ni n g a n d e x p r e s si o n pl a s mi d s  

  

2. 4. 1  G at e w a y cl o ni n g a n d v e ct or pr e p ar ati o n  

St a n d ar d G at e w a y ®  cl o ni n g pr ot o c ol s w er e f oll o w e d. All  pri m er s w er e or d er e d fr o m 

E ur ofi n s G e n o mi c s ( E b er s b er g, G er m a n y, htt p s:// w w w. e ur ofi n s g e n o mi c s. e u/ ) a n d ar e 

li st e d i n T a bl e 2 . 

G e n e s w er e fir st i n s ert e d i nt o a p D O N R T M 2 2 1 G at e w a y E ntr y v e ct or vi a B P cl o n a s e II 

E n z y m e Mi x ( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er' s i n str u cti o n s, 

u si n g h alf v ol u m e s t o c o n s er v e r e a g e nt s. R e s ulti n g pl a s mi d s w er e t h e n tr a n sf or m e d 

i nt o D H 5-al p h a c o m p et e nt hi g h effi ci e n c y E. c oli c ell s ( N e w E n gl a n d Bi ol a b s) 

a c c or di n g t o m a n uf a ct ur er g ui d eli n e s, h o w e v er u si n g 2 5  µ l of c ell s a n d 2 0 0 µ l S O C 

r e c o v er y m e di a. S el e cti o n w a s u n d ert a k e n o n a g ar pl at e s wit h s el e cti o n a g e nt 

k a n a m y ci n 5 0  µ g m L -1 . Aft er 2 4 hr i n c u b ati o n at 3 7 ℃ , i s ol at e d si n gl e c ol o ni e s w er e 

t e st e d f or t h e pl a s mi d of i nt er e st vi a c ol o n y P C R. O n c e t h e pr e s e n c e of t h e pl a s mi d of 

i nt er e st w a s c o nfir m e d, s el e ct e d c ol o ni e s w er e tr a n sf err e d i nt o 3 ml li q ui d c ult ur e of 

L B a n d a p pr o pri at e a nti bi oti c s, a n d w er e k e pt o v er ni g ht at 3 7 ℃ , wit h s h a ki n g at 2 0 0x g . 

Pl a s mi d D N A e xtr a cti o n w a s p erf or m e d u si n g t h e N E B M o n ar c h Pl a s mi d Mi ni pr e p Kit 

( N e w E n gl a n d Bi ol a b s) i n a c c or d a n c e wit h m a n uf a ct ur er i n str u cti o n s. G e n e 

s e q u e n c e s i n pl a s mi d D N A w er e c o nfir m e d b y s e q u e n ci n g ( E ur ofi n s G e n o mi c s). F or 

c orr e ct p D O N R T M 2 2 1 c o n str u ct s a n L R r e a cti o n w a s p erf or m e d u si n g a n L R Cl o n a s e 

II E n z y m e Mi x ( T h er m o Fi s h er) f oll o wi n g m a n uf a ct ur er g ui d eli n e s, b ut wit h h alf t h e 

s u g g e st e d v ol u m e of r e a g e nt s, t o g e n er at e t h e d e sir e d pl a nt e x pr e s si o n v e ct or 

( p B 7 W G C 2 or p B 7 F W G 2 f or R F P or G F P-f u si o n s, r e s p e cti v el y; K ari mi et al., 2 0 0 5). 

I n t h e v e ct or p B 7 F W G 2 f or C-t er mi n al e G F P f u si o n s, t h e e G F P w a s r e pl a c e d wit h a 

C L O V E R gr e e n fl u or e s c e nt pr ot ei n ( p B 7 F W G 2:  C L V R) . A s e c o n d tr a n sf or m ati o n i nt o 

c o m p et e nt E. c oli  w a s t h e n u n d ert a k e n, s el e ct e d wit h S p e cti n o m y ci n 5 0  µ g m L -1. , 

c o n str u ct s c o nfir m e d vi a c ol o n y P C R a n d pl a s mi d e xtr a ct e d ( T a bl e 3 ). 

 

S elf -cl e a vi n g p e pti d e c o n str u ct s c o nt ai ni n g t h e M U R 3 (f u s e d t o m T a g B F P) a n d F U T 1 3 

C T S d o m ai n s s e p ar at e d b y t h e s elf -cl e a vi n g p e pti d e P 2 A wit h i nt ei n s e q u e n c e, w er e 

s y nt h e si s e d c o m m er ci all y ( T wi st) a n d s u p pli e d i n a n e ntr y v e ct or (f or s e q u e n c e s e e 

A p p e n di x 2 ). A n L R r e a cti o n w a s c arri e d o ut a s d e s cri b e d a b o v e wit h p B 7 R W G 2 t o 

a d d a C -t er mi n al m R F P f u si o n s t o t h e F U T 1 3 C T S. 

https://www.eurofinsgenomics.eu/
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T a bl e 2. 2:  Pri m er s g e n er at e d f or m ol e c ul ar cl o ni n g. Pri m er s w er e d e si g n e d t o 
f u n cti o n wit h N e w E n gl a n d Bi ol a b s Q 5 P ol y m er a s e m ol e c ul ar cl o ni n g kit s. A n n e ali n g 
t e m p er at ur e s w er e c al c ul at e d utili zi n g t h e o nli n e N E B T m C al c ul at or t o ol. G e n e 
s e q u e n c e s ar e s h o w n i n c a pit al l ett er s, G at e w a y o v er h a n g s ar e a d d e d i n  s m all 
l ett er s. 

Pri m e r n a m e  A n n e ali n g 

t e m p e r at ur e 

(℃℃ ) 

S e q u e n c e  

S T -S Pf or  

( B 4 G A L T 1 S P g at ef or) 5 8  

g g g g a c a a gttt gt a c a a a a a a g c a g g ct ct A T G A T C C A

C A C A A A T C T T A A G  

L A Lf or  4 8  A T G A A A A T G C G G T T T T T G G G  

L A Lr e v  4 8  C T G A T A C T T G C G C A T A A G G  

L A L g at ef or  4 8  

g g g g a c a a gttt gt a c a a a a a a g c a g g ct ct A T G A A A A T

G C G G T T T T T G G  

L A L g at ef or s p  6 0  

g g g g a c a a gttt gt a c a a a a a a g c a g g ct ct A T G T C A G G

T G G A A A G T T G  

L A L g at er e v  6 0  

g g g g a c c a cttt gt a c a a g a a a g ct g g gt c C T G A T A C T T

G C G C A T A A G G  

B 4 G A L T 1f or  4 9  A T G A G G C T G A G G G A A C  

B 4 G A L T 1r e v  4 9  C C A T A G C A G T C T C C T A A T T T T T T C  

B 4 G A L T 1 g at ef or  6 0  

g g g g a c a a gttt gt a c a a a a a a g c a g g ct ct A T G A G G C T

G A G G G A A  

B 4 G A L T 1 g at er e v  6 0  

g g g g a c c a cttt gt a c a a g a a a g ct g g gt c C C A T A G C A G

T C T C C T A A T T T T T  

B 4 G A L T 1 si g n alf or  5 6  

A T G A T C C A C A C A A A T C T T A A G A A A A A A T T T T

C T T G T T G T G T T C T A G T C T T T T T A C T T T T T G C A

G T T A T T T G T G T A T G G A G G C T G A G G G A A C  

B 4 G A L T 1 g at er e vl o w  5 8  
g g g g a c c a cttt gt a c a a g a a a g ct g g gt c C C A T A G C A G
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T C T C C T A A T T T  

S T 6 G A L 1f or  4 8  A T G A T C C A C A C A A A T C T T A A G A A A A A A T T  

S T 6 G A L 1r e v  4 8  G C A G T G G A T T G T T C G G  

S T 6 G A L 1 g at ef or  6 0  

g g g g a c a a gttt gt a c a a a a a a g c a g g ct ct A T G A T C C A

C A C A A A T C T T A A G A A A  

S T 6 G A L 1 g at er e v  6 0  

g g g g a c c a cttt gt a c a a g a a a g ct g g gt c G C A G T G G A T

T G T T C G G  

G N TI Vf or  4 9  A T G A G A T T A C G T A A T G G G A C T G  

G N TI Vr e v  4 9  A T T T G T A G C C T T T T T G A T A T G A A T T T C G  

G N TI V g at ef or  6 0  

g g g g a c a a gttt gt a c a a a a a a g c a g g ct ct A T G A G A T T

A C G T A A T G G G A C  

G N TI V g at er e v  6 0  

g g g g a c c a cttt gt a c a a g a a a g ct g g gt c A T T T G T A G C

C T T T T T G A T A T G A A T T T C  

G N TI V si g n alf or  5 8  

A T G A T C C A C A C A A A T C T T A A G A A A A A A T T T T

C T T G T T G T G T T C T A G T C T T T T T A C T T T T T G C A

G T T A T T T G T G T A T G G A G A T T A C G T A A T G G G A

C T G  

G N T Vf or  4 8  A T G G C G C T G T T T A C T C C A T G  

G N T Vr e v  4 8  A A G G C A A T C T T T G C A C A A G  

G N T V g at ef or  5 9  

g g g g a c a a gttt gt a c a a a a a a g c a g g ct ct A T G G C G C T

G T T T A C T C  

G N T V g at er e v  5 9  

G G G G A C C A C T T T G T A C A A G A A A G C T G G G T C

A A G G C A A T C T T T G C A C A A  

M U R 3 -G N TI V g at ef or  5 9  

g g g g a c a a gttt gt a c a a a a a a g c a g g ct ct A T G T T C C C

A A G G G T G  

M U R 3 -G N TI V g at er e v  5 9  
g g g g a c c a cttt gt a c a a g a a a g ct g g gt c G A T T A G T C G
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C T T T T T T G A T A T G G  

M U R 3 -G N TI Vf or  5 0  A T G T T C C C A A G G G T G T C A A  

M U R 3 -G N TI Vr e v  5 0  A G A T C C A T A T C A A A A A A G C G A C T A A T C  

F U T 1 3 -B 4 -F O R  6 1  A T G C C A A T G A G A T A T T T A A A T G C T A T G  

F U T 1 3 -B 4 -R E V  6 1  C G A T A T T G G A A C A C C T T C A C  

F U T 1 3 -S T 6 -F O R  6 2  A T G C C T A T G A G A T A C C T G A A T G  

F U T 1 3 -S T 6 -R E V  6 2  T T G C T A T T A C T A T C A G A A G T T C T T C C  

M U R 3 -G N 4 -F O R  6 2  A T G T T T C C A A G A G T T A G T A T G A G A C  

M U R 3 -G N 4 -R E V  6 2  C A T A T T A A G A A G G C C A C A A A C C  

M U R 3 -G N 5 -F O R  6 2  A T G T T C C C T A G A G T C T C A A T G  

M U R 3 -G N 5 -R E V  6 2  C T C T G T G C A A A G A C T G T T T A C  

G n T 4 5 F u s Fr a g 1 F W D  
6 2  A T G T T T C C A A G A G T T A G T A T G A G A C  

G n T 4 5 F u s Fr a g 1 R E V  
6 2  

C A C A A G A A C A G T T T G T G G C C T T  

G n T 4 5 F u s Fr a g 2 F W D  
6 0  

G G C C A C A A A C T G T T C T T G T G G T  

G n T 4 5 F u s Fr a g 2 R E V  6 0  T A A A C A G T C T T T G C A C A G A G  

G n T 4 5 Fr a g 1 F W D g at e  6 0  

G G G G A C A A G T T T G T A C A A A A A A G C A G G C T T

A A T G T T T C C A A G A G T T A G T A T G A G A C  

G n T 4 5 Fr a g 2 R E V g at e  6 0  

G G G G A C C A C T T T G T A C A A G A A A G C T G G G T T 

T A A A C A G T C T T T G C A C A G A G  

G n T 5 _li n k er F W D  5 6  
T G T T C T T G T G G T T C T G G T T C T A G A A C G A A T A

G T A C A A A T T C T A C T A  

G n T 5 _li n k er R E V  5 6  T A A A C A G T C T T T G C A C A  

B 4 _ S T 6 Fr a g 1 F W D  6 1  A T G C C A A T G A G A T A T T T A A A T G C T A T  

B 4 _ S T 6 Fr a g 1 R E V  6 1  C C A C A A G A A C A T G A A G G T G T T C C  
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B 4 _ S T 6 Fr a g 2 F W D  6 2  A A C A C C T T C A T G T T C T T G T G G T  

B 4 _ S T 6 Fr a g 2 R E V  6 2  G A A G A A C T T C T G A T A G T A A T A G C A A A C  

B 4 _ S T 6 Fr a g 1 F W D g at

e  6 1  
G G G G A C A A G T T T G T A C A A A A A A G C A G G C T T

A A T G C C A A T G A G A T A T T T A A A T G C T A T  

B 4 _ S T 6 Fr a g 2 R E V g at e  6 1  

G G G G A C C A C T T T G T A C A A G A A A G C T G G G T T

G A A G A A C T T C T G A T A G T A A T A G C A A A C  

S T 6 _li n k er F W D  5 7  

T G T T C T T G T G G T T C T G G T T C T A G A G C A T C T T

T C C A G G T T T  

S T 6 _li n k er R E V  5 7  G A A G A A C T T C T G A T A G T A A T A G C  

M U R G 4 R T F W D  5 0  T A C A G C C C T C A T A T G C G A  

M U R G 4 R T R E V  5 0  T A T G T A G C G T C T C A A T C A A G T A T G A  

M U R G 5 R T F W D  5 0  T A G C T G A A C C T G G C  

M U R G 5 R T R E V  5 0  T A A A C A G T C T T T G C A C A G A G C  

F U T B 4 R T F W D  5 0  A A A T T G A G T G A T A G T A C T A G T C T T C C A  

F U T B 4 R T R E V  5 0  A T C T C C C G C C T G A T T A A T A A C G  

F U T S T 6 R T F W D  5 0  G T T T A C C A T A G C G A T A T C C C A A A  

F U T S T 6 R T R E V  5 0  G A A G A A C T T C T G A T A G T A A T A G C A A A C G  

 

 

2. 4. 2 P r ot ei n e x pr e s si o n pl a s mi d s  

B el o w i s a f ull li st of pl a s mi d s u s e d f or pr ot ei n e x pr e s si o n i n t hi s w or k (t a bl e 3). U nl e s s 
s p e cifi e d all c o n str u ct s w er e C -t er mi n all y t a g g e d a s t o n ot i nt erf er e wit h e n d o g e n o u s 
N -t er mi n al l o c ali s ati o n si g n al s. 
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T a bl e 2. 3: Li st of c o n str u ct s utili z e d f or i n v e sti g ati o n.  H u G E c o n str u ct s g e n er at e d a n d 

m ar k er pr ot ei n s u s e d f or c o nf o c al a n al y si s.   

C o n str u ct  Pl a s mi d 

b a c k b o n e  

D e s c ri pti o n  Cit ati o n  

M N S 1 -R F P  p 3 1  (H ütt n er et 

al., 2 0 1 2)  

ci s -G ol gi m ar k er of C -t er mi n al R F P 

f u si o n t o pl a nt C T S d o m ai n  

S c h o b er er et 

al., ( 2 0 1 3)  

M N S 1 -G F P  p 2 0 ( S c h o b er er 

et al., 2 0 0 9)  

ci s -G ol gi m ar k er of C -t er mi n al G F P 

f u si o n t o pl a nt C T S d o m ai n 

S c h o b er er et 

al., ( 2 0 1 3)  

M N S 1 -B F P -

P 2 A -S T -R F P  

p B 7 R W G 2  D u al m ar k er c o n str u ct f or ci s/tr a n s -

G ol gi l o c ali s ati o n o n o n e i n s ert. 

T w o f u si o n s of pl a nt C T S d o m ai n s 

( T a bl e 4), M N S 1-B F P f or ci s -G ol gi 

a n d S T -R F P f or tr a n s-G ol gi.  

M c Gi n n e s s 

et al., 2 0 2 4  

S T -R F P  p V K H 1 8 E n 6  tr a n s-G ol gi m ar k er of C -t er mi n al 

R F P f u si o n t o r at C T S d o m ai n  

R e n n a et al., 

( 2 0 0 5) 

S T -C F P  p V K H 1 8 E n 6  tr a n s-G ol gi m ar k er of C -t er mi n al 

C F P f u si o n t o r at C T S d o m ai n  

R e n n a et al., 

( 2 0 0 5) 

S T -G F P  p V K H 1 8 E n 6  tr a n s-G ol gi m ar k er of C -t er mi n al 

G F P f u si o n t o r at C T S d o m ai n  

R e n n a et al., 

( 2 0 0 5) 

L A L -R F P  p B 7 R W G 2  C -t er mi n al R F P t a g g e d L A L fr o m 

ori gi n al s e q u e n c e s u p pli e d b y 

P ort o n bi o p h ar m a  

U n p u bli s h e d  

L A L -G F P  p B 7 F W G 2  C -t er mi n al G F P t a g g e d L A L fr o m 

ori gi n al s e q u e n c e s u p pli e d b y 

P ort o n bi o p h ar m a  

U n p u bli s h e d  

L A L -C L V R  p B 7 F W G 2  C -t er mi n al C L V R t a g g e d L A L fr o m 

ori gi n al s e q u e n c e s u p pli e d b y 

U n p u bli s h e d  
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P ort o n bi o p h ar m a  

L A L Δ 1 -2 2 -R F P  p B 7 R W G 2  C -t er mi n al R F P t a g g e d L A L wit h N-

t er mi n al si g n al p e pti d e at p o siti o n s 

1 -2 2 r e m o v e d  

U n p u bli s h e d  

I g E-C L V R  p B 7 F W G 2  C -t er mi n al C L V R t a g g e d I g E h e a v y 

c h ai n  

U n p u bli s h e d  

I g G-C L V R  p B 7 F W G 2  C -t er mi n al C L V R t a g g e d I g G h e a v y 

c h ai n  

U n p u bli s h e d  

G N TI V -R F P  p B 7 R W G 2  C -t er mi n all y R F P t a g g e d ori gi n al 

h u m a n s e q u e n c e f or G N TI V fr o m 

N C BI  

U n p u bli s h e d  

G N TI V -G F P  p B 7 F W G 2  C -t er mi n all y G F P t a g g e d ori gi n al 

h u m a n s e q u e n c e f or G N TI V fr o m 

N C BI  

U n p u bli s h e d  

G N TI V -C L V R  p B 7 F W G 2  C -t er mi n all y C L V R t a g g e d ori gi n al 

h u m a n s e q u e n c e f or G N TI V fr o m 

N C BI  

U n p u bli s h e d  

G N T V -R F P  p B 7 R W G 2  C -t er mi n all y R F P t a g g e d ori gi n al 

h u m a n s e q u e n c e f or G N T V fr o m 

N C BI  

U n p u bli s h e d  

G N T V -G F P  p B 7 F W G 2  C -t er mi n all y G F P t a g g e d ori gi n al 

h u m a n s e q u e n c e f or G N T V fr o m 

N C BI  

U n p u bli s h e d  

G N T V -C L V R  p B 7 F W G 2  C -t er mi n all y C L V R t a g g e d ori gi n al 

h u m a n s e q u e n c e f or G N T V fr o m 

N C BI  

U n p u bli s h e d  

B 4 G A L T 1 -R F P  p B 7 R W G 2  C -t er mi n all y R F P t a g g e d ori gi n al U n p u bli s h e d  
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h u m a n s e q u e n c e f or B 4 G A L T 1 

fr o m N C BI 

B 4 G A L T 1 -G F P  p B 7 F W G 2  C -t er mi n all y G F P t a g g e d ori gi n al 

h u m a n s e q u e n c e f or B 4 G A L T 1 

fr o m N C BI 

U n p u bli s h e d  

B 4 G A L T 1 -

C L V R  

p B 7 F W G 2  C -t er mi n all y C L V R t a g g e d ori gi n al 

h u m a n s e q u e n c e f or B 4 G A L T 1 

fr o m N C BI 

U n p u bli s h e d  

S T 6 G A L -R F P  p B 7 R W G 2  C -t er mi n all y R F P t a g g e d ori gi n al 

h u m a n s e q u e n c e f or S T 6 G A L  fr o m 

N C BI  

U n p u bli s h e d  

S T 6 G A L -G F P  p B 7 F W G 2  C -t er mi n all y G F P t a g g e d ori gi n al 

h u m a n s e q u e n c e f or S T 6 G A L  fr o m 

N C BI  

U n p u bli s h e d  

S T 6 G A L -

C L V R  

p B 7 F W G 2  C -t er mi n all y C L V R t a g g e d ori gi n al 

h u m a n s e q u e n c e f or S T 6 G A L  fr o m 

N C BI  

U n p u bli s h e d  

M U R 3 -R F P  p B 7 R W G 2  E n d o g e n o u s pl a nt e n z y m e C T S 

(t a bl e 4) d o m ai n wit h F P f u si o n t o 

a ct a s m ar k er f or m e di al -G ol gi 

dir e ct e d l o c ali s ati o n  

M c Gi n n e s s 

et al., 2 0 2 4  

M U R 3 -B F P -

I N T-P 2 A -

F U T 1 3 -R F P  

p B 7 R W G 2  D u al  m ar k er  c o n str u ct  f or 

m e di al /tr a n s-G ol gi l o c ali s ati o n o n 

o n e i n s ert. T w o F P f u si o n s of pl a nt 

C T S d o m ai n s ( T a bl e 4), M U R 3 -

B F P f or ci s -G ol gi a n d F U T 1 3 -R F P 

f or tr a n s-G ol gi.  

M c Gi n n e s s 

et al., 2 0 2 4  

M U R 3 -G N TI V - p B 7 F W G 2  M o difi e d C -t er mi n al C L V R t a g g e d M c Gi n n e s s 
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C L V R  G N TI V, e n d o g e n o u s C T S s w a p p e d 

f or pl a nt s p e cifi c C T S t ar g eti n g 

m e di al -G ol gi ( T a bl e 4)  

et al., 2 0 2 4  

M U R 3 -G N T V -

C L V R  

p B 7 F W G 2  M o difi e d C -t er mi n al C L V R t a g g e d 

G N T V, e n d o g e n o u s C T S s w a p p e d 

f or pl a nt s p e cifi c C T S t ar g eti n g 

m e di al -G ol gi ( T a bl e 4)  

M c Gi n n e s s 

et al., 2 0 2 4  

M U R 3 -G N T 4 5 -

3 8 8  

p H 7 W G 2 

(K ari mi et al., 

2 0 0 2)  

U nt a g g e d d u al c at al yti c d o m ai n 

c o n str u ct  f or  st a bl e  pl a nt 

tr a n sf or m ati o n.  M e di al-G ol gi 

t ar g eti n g pl a nt C T S d o m ai n ( T a bl e 

4) f oll o w e d b y c at al yti c s u b u nit f or 

G N TI V a n d G N T 5  

U n p u bli s h e d  

F U T 1 3 -R F P  p B 7 R W G 2  E n d o g e n o u s pl a nt e n z y m e C T S 

(t a bl e 4) d o m ai n wit h F P f u si o n t o 

a ct a s m ar k er f or tr a n s-G ol gi 

dir e ct e d l o c ali s ati o n.  

M c Gi n n e s s 

et al., 2 0 2 4  

F U T 1 3 -

B 4 G A L T 1 -

C L V R  

p B 7 F W G 2  M o difi e d C -t er mi n al C L V R t a g g e d 

B 4 G A L T 1,  e n d o g e n o u s  C T S 

s w a p p e d f or pl a nt s p e cifi c C T S 

t ar g eti n g tr a n s-G ol gi ( T a bl e 4)  

M c Gi n n e s s 

et al., 2 0 2 4  

F U T 1 3 -

S T 6 G A L -

C L V R  

p B 7 F W G 2  M o difi e d C -t er mi n al C L V R t a g g e d 

S T 6 G A L,  e n d o g e n o u s  C T S 

s w a p p e d f or pl a nt s p e cifi c C T S 

t ar g eti n g tr a n s-G ol gi ( T a bl e 4)  

M c Gi n n e s s 

et al., 2 0 2 4  

F U T 1 3 -B 4 S T 6 -

3 8 9  

p K 7 W G 2 ( K ari mi 

et al., 2 0 0 2)  

U nt a g g e d d u al c at al yti c d o m ai n 

c o n str u ct  f or  st a bl e  pl a nt 

tr a n sf or m ati o n. Tr a n s -G ol gi 

t ar g eti n g pl a nt C T S d o m ai n ( T a bl e 

U n p u bli s h e d  
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4) f oll o w e d b y c at al yti c s u b u nit f or 

B 4 G A T L 1 a n d S T 6 G A L  

 

2. 4. 3 S el e cti o n of pr ot ei n s e q u e n c e s f or H u G E s a n d pr ot ei n s of i nt e r e st  

T h e i niti al s e q u e n c e f or L A L w a s pr o vi d e d b y P ort o n Bi o p h ar m a Lt d ( S ali s b ur y, 

E n gl a n d, htt p s:// w w w. p ort o n bi o p h ar m a. c o m/ ). S el e cti o n of c a n di d at e h u m a n 

gl y c o s yl ati o n e n z y m e s w a s i nt e n d e d t o g e n er at e a h u m a n p o sttr a n sl ati o n al N -li n k e d 

gl y c o s yl ati o n p at h w a y i n a pl a nt, b y i n s erti o n or r e pl a c e m e nt of t h e fi n al st e p s i n 

e n d o g e n o u s pl a nt gl y c a n s y nt h e si s n e c e s s ar y f or a h u m a ni z e d gl y c o s yl ati o n pr ofil e, 

w hi c h w o ul d n ot ot h er wi s e b e pr e s e nt i n N. t a b a c u m. A s h ort lit er at ur e r e vi e w  (t a bl e 

2. 4 ) w a s c o n d u ct e d t o g e n er at e a li st of c a n di d at e h u m a n g e n e s n e c e s s ar y f or 

gl y c o s yl ati o n, i n cl u di n g B 4 G A L T 1, G N TI V, G N T V a n d S T 6 G A L. T h e c o n stit uti v e 

h u m a n s e q u e n c e s w er e t a k e n fr o m t h e N C BI d at a b a s e , a s w er e s e q u e n c e s f or h e a v y 

c h ai n s of I g G a n d I g E . Pr ot ei n s of i nt er e st  a n d t h e m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s 

w er e c o d o n -o pti mi s e d f or t o b a c c o a n d s y nt h e si z e d b y T WI S T Bi o s ci e n c e s ( S a n 

Fr a n ci s c o, U nit e d St at e s, htt p s:// w w w.t wi st bi o s ci e n c e. c o m/ ). 

 

T a bl e 2. 4 : K e y lit er at ur e a n d r e vi e w s f or c a n di d at e h u m a n gl y c o s yl ati o n g e n e s el e cti o n 

R ef er e n c e  

C a stil h o, A. a n d St ei n k ell n er, H. ( 2 0 1 2), Gl y c o -e n gi n e eri n g i n pl a nt s t o pr o d u c e 

h u m a n -li k e N-gl y c a n str u ct ur e s. Bi ot e c h n ol o g y J o ur n al, 7: 1 0 8 8 -1 0 9 8.  

S c h o b er er, J. a n d R. Str a s s er, Pl a nt gl y c o -bi ot e c h n ol o g y. S e mi n C ell D e v Bi ol, 

2 0 1 8( b). 8 0: p. 1 3 3 -1 4 1.  

K all oli m at h, S., C a stil h o, A., Str a s s er, R., Gr u n w al d -Gr u b er, C., Alt m a n n, F., Str u bl, 

S., et al. ( 2 0 1 6). E n gi n e eri n g of c o m pl e x pr ot ei n si al yl ati o n i n pl a nt s.  Pr o c. N atl. 

A c a d. S ci. U. S. A.  1 1 3, 9 4 9 8 – 9 5 0 3.  

M o nt er o -M or al e s, L., a n d St ei n k ell n er, H. ( 2 0 1 8). A d v a n c e d Pl a nt -B a s e d Gl y c a n 

E n gi n e eri n g.  Fr o nt. Bi o e n g. Bi ot e c h n ol.  6: 8 1.  

N a g el s, B., V a n D a m m e, E. J., P a b st, M., C all e w a ert, N., a n d W et eri n g s, K. ( 2 0 1 1). 

Pr o d u cti o n of c o m pl e x m ulti a nt e n n ar y N -gl y c a n s i n Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a 

pl a nt s.  Pl a nt P h y si ol.  1 5 5, 1 1 0 3 – 1 1 1 2.  

https://www.portonbiopharma.com/
https://www.twistbioscience.com/
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S c h o b er er, J., Li e b mi n g er, E., V a vr a, U., V eit, C., Gr ü n w al d -Gr u b er, C., Alt m a n n, 
F., B ot c h w a y, S. W., & Str a s s er, R. ( 2 0 1 9). T h e G ol gi L o c ali z ati o n of G n TI 
R e q uir e s a P ol ar A mi n o A ci d R e si d u e wit hi n It s Tr a n s m e m br a n e D o m ai n. Pl a nt 
P h y si ol o g y , 1 8 0 ( 2), 8 5 9– 8 7 3.  
V é zi n a, L. -P., F a y e, L., L er o u g e, P., D’ A o u st, M. -A., M ar q u et -Bl o ui n, E., B ur el, C., 
L a v oi e, P. -O., B ar d or, M., & G o m or d, V. ( 2 0 0 9). Tr a n si e nt c o -e x pr e s si o n f or f a st 
a n d hi g h -yi el d pr o d u cti o n of a nti b o di e s wit h h u m a n -li k e N-gl y c a n s i n pl a nt s. Pl a nt 
Bi ot e c h n ol o g y J o ur n al , 7 ( 5), 4 4 2– 4 5 5.  

 

2. 4. 4 C o n str u ct s f or H u G E s wit h pl a nt C T S r e pl a c e m e nt s  

T h e e xi sti n g H u G E  s e q u e n c e s pr e vi o u sl y o bt ai n e d fr o m t h e N C BI d at a b a s e w er e u s e d 

a s b a si s f or C T S f u si o n d e si g n ( A p p e n di x 3 ). T h e r e gi o n u p str e a m of t h e H u G E 

c at al yti c s u b u nit w a s r e pl a c e d wit h t h e a p pr o pri at e pl a nt s p e cifi c C T S r e gi o n ( T a bl e 

1). F or t h e m e di al -G ol gi H u G E s G N TI V a n d G N T V, M U R 3 w a s u s e d, a n d f or t h e tr a n s-

G ol gi t ar g eti n g B 4 G A L T 1 a n d S T 6 G A L, F U T 1 3 w a s u s e d ( T a bl e 4) . C T S-r e pl a c e m e nt 

c o n str u ct s w er e s y nt h e si z e d b y T WI S T Bi o s ci e n c e s ( S a n Fr a n ci s c o, U nit e d St at e s, 

htt p s:// w w w.t wi st bi o s ci e n c e. c o m/ ). 

 

T a bl e 2. 5 : P ut ati v e C T S r e gi o n s (S c h o b er er et al., 2 0 1 1)  fr o m m e di al- a n d tr a n s-G ol gi 

e n z y m e s u s e d a s l o c ali s ati o n str at e gi e s f or n o v el H u G E s a n d fl u or e s c e nt m ar k er s.  

G ol gi e n z y m e: l o c ali s ati o n & 
s o ur c e  

C yt o pl a s mi c -tr a n s m e m br a n e-st e m 
r e gi o n ( C T S) wit h tr a n s m e m br a n e 
d o m ai n u n d erli n e d & b ol d  

T ot al l e n gt h 
of  C T S 
r e gi o n ( a a) 

M N S 1: Ci s -G ol gi,  Ar a bi d o p si s 
t h ali a n a, G ol gi -α -m a n n o si d a s e I  

M A R G S R S V G S S S S K W R Y C N P S Y Y
L K R P K R L A L L FI V F V C V S F V F W D R
Q T  

4 9 a a  

M U R 3: m e di al -G ol gi,  
Ar a bi d o p si s  t h ali a n a β -1, 2 -
g al a ct o s yltr a n sf er a s e  

M F P R V S M R R R S A E V S P T E P M E K G
N G K N Q T N R I C L L V A L S L F F W A L L L
Y F H F V V L G T S NI D K Q L Q L Q P S Y A  

7 0 a a  

F U T 1 3: tr a n s-G ol gi,  
Ar a bi d o p si s t h ali a n a  
α 1, 4 -f u c o s yltr a n sf er a s e 

M P M R Y L N A M A A L L M M F F T L LI L S F
T GI L E F P S A S T S M E H SI D P E P K L S D
S T S  

5 2 a a  

S T : tr a n s-G ol gi  
R att u s  n or v e gi c u s  α 2, 6 -
si al yltr a n sf er a s e.  

MI H T N L K K K F S L FI L V F L L F A VI C V W
K K G S D Y E A L T L Q A K E F Q M P K S Q E
K V A  

5 2 a a  

 

 

 

https://www.twistbioscience.com/
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2. 5 Pr e p ar ati o n of c o m p et e nt a gr o b a ct eri u m  

 

2. 5. 1 P r o d u cti o n of c o m p et e nt A gr o b a ct eri a  

T h e A gr o b a ct eri u m t u m ef a ci e n s  str ai n G V 3 1 0 1 w a s pr e p ar e d a s a l ar g e i niti al v ol u m e 

of 2 0 0  ml i n L B ( L y s o g e n y Br ot h m e di a, wit h 2 5  µ g m L -1  rif a m pi ci n) fr o m a 2 8℃ -

o v er ni g ht c ult ur e. T h e i niti al v ol u m e of a gr o b a ct eri u m w a s t h e n p ell et e d  b y 

c e ntrif u g ati o n at 3 0 0 0 x g  f or 3 0 mi n s, at 4℃ . T h e p ell et w a s r e s u s p e n d e d i n c ol d 1 M 

C a Cl 2  a n d t h e n s p u n a g ai n at 3 5 0 0 x g  f or 1 0 mi n s at 4℃ . T h e p ell et w a s r e-s u s p e n d e d 

i n 1 5 ml 1 M C a Cl 2  a n d t h e b a ct eri al s ol uti o n w a s s plit i nt o 4 0 0  µl a li q u ot s s n a p-fr o z e n 

i n li q ui d nitr o g e n a n d st or e d at -8 0 ℃ . 

 

2. 5. 2  T r a n sf or m ati o n of A gr o b a ct eri a  

1 0 0  µl of c o m p et e nt A gr o b a ct eri a w er e c o m bi n e d wit h 4 0 0 -6 0 0 n g of t h e e x pr e s si o n 

pl a s mi d of i nt er e st a n d i n c u b at e d o n i c e f or 5 mi n s. T h e mi xt ur e w a s t h e n fl a s h -fr o z e n 

eit h er b y li q ui d nitr o g e n i m m er si o n or b y pl a c e m e nt o n m et al s h el vi n g i n t h e -8 0 ℃  f or 

1 5 mi n s. A gr o b a ct eri a w er e i n c u b at e d i n a 3 7 ℃  w at er b at h f or 4 mi n s. T h e mi xt ur e 

w a s r a pi dl y tr a n sf err e d t o a 1 5  ml F al c o n t u b e wit h 1  ml L B a n d w a s t h e n all o w e d t o 

r e c o v er i n a 2 8℃  i n c u b at or wit h s h a ki n g i n 1 ml fr e s h L B f or 2 -3 h o ur s. A gr o b a ct eri a 

w er e t h e n s pr e a d o nt o a n a g ar pl at e ( 2 5  µ g m L -1  rif a m pi ci n, 50  µ g m L -1  of g e nt a m y ci n 

a n d eit h er 5 0  µ g m L -1  of k a n a m y ci n or s p e cti n o m y ci n d e p e n d e nt o n t h e v e ct or u s e d), 

t h e pl at e s w er e i n c u b at e d at 2 8℃  f or 4 8 h, at w hi c h p oi nt c ol o ni e s of a gr o b a ct eri u m 

c o ul d b e o b s er v e d. Tr a n sf or m e d a gr o b a ct eri u m c ol o ni e s w er e t h e n tr a n sf err e d i nt o 

li q ui d c ult ur e f or u s e i n a gr o b a ct eri u m-m e di at e d pl a nt tr a n sf or m ati o n ( s e cti o n 2. 5), or 

f or l o n g t er m st or a g e t h e y w er e pl a ce d at -8 0 ℃  i n 7 0 % st eril e gl y c er ol.  
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2. 5. 3 A gr o b a ct eri u m m e di at e d tr a n si e nt pr ot ei n e x pr e s si o n i n t o b a c c o 
l e af e pi d e r m al c ell s  

Tr a n sf or m e d a gr o b a ct eri u m li q ui d c ult ur e s w er e p ell et e d b y c e ntrif u g ati o n at 2 2 0 0 g at 

r o o m t e m p er at ur e f or 5 mi n s. I nfiltr ati o n b uff er ( 5 m g m L -1  gl u c o s e, 5 0 m M M E S, 2 m M 

N a 3 P O 4 · 1 2 H2 O a n d 0. 1 m M a c et o s yri n g o n e) w a s m a d e fr e s h fr o m st o c k s a n d u s e d t o 

w a s h t h e p ell et o n c e, r e -p ell et b y a r e p e at c e ntrif u g ati o n st e p a n d t h e n t o r e s u s p e n d 

t h e a gr o b a ct eri u m i nt o a fi n al s ol uti o n. T h e b a ct eri al s u s p e n si o n w a s dil ut e d i n t h e 

i nfiltr ati o n b uff er t o a n O D6 0 0  = 0. 1. T h e i nfiltr ati o n m e di u m w a s i nj e ct e d i nt o t h e a b a xi al 

l e af s urf a c e of 2-w e e k -ol d m at ur e t o b a c c o pl a nt s ( gr o w n u n d er a 1 6 hr li g ht/ d ar k c y cl e) 

wit h a bl u nt 1  ml s yri n g e, aft er fir st m a ki n g a s m all p u n ct ur e u si n g a pi p ett e ti p. A 

p er m a n e nt m ar k er o n t h e l e af s urf a c e w a s u s e d t o i n di c at e t h e s pr e a d of t h e m e di u m 

wit hi n t h e l e af ti s s u e t o e n s ur e o nl y i nfiltr at e d l e af s urf a c e i s l at er u s e d. I nfiltr at e d 

pl a nt s w er e i n c u b at e d at 2 3℃  f or 7 2 h b ef or e i m a gi n g 

 

2. 6 R T -P C R f or s cr e e ni n g st a bl e pl a nt s  

 

S e e d s c oll e ct e d fr o m r e g e n er at e d pl a nt s ( T 0)  w er e pl a c e d o n st eril e ½ M S pl at e s ( 2. 4 

g L -1 M ur a s hi g e a n d S k o o g m e di u m, 0. 8 % p h yt o a g ar i n d ei o ni s e d w at er, p H 5. 7 ), 

s e al e d wit h d o u bl e -l a y er e d mi cr o p or e t a p e f or g a s e x c h a n g e, a n d pl a c e d i n a pl a nt 

gr o wt h c h a m b er u n d er 1 6 hr li g ht/ d ar k c y cl e at 2 2 ° C . R N A w a s e xtr a ct e d fr o m ~ 5 0 0 m g 

of w h ol e st a bl e t o b a c c o s e e dli n g s at  1 4 d a y s ol d u si n g t h e N E B T ot al R N A Mi ni pr e p 

Kit, f oll o wi n g t h e m a n uf a ct ur er’ s i n str u cti o n s. D N A/ R N A pr ot e cti o n a g e nt w a s a d d e d 

t o t h e s a m pl e s a n d t h e pl a nt m at eri al w a s l y s e d b y fl a s h fr e e zi n g i n li q ui d nitr o g e n 

f oll o w e d b y m e c h a ni c al di sr u pti o n, aft er  w hi c h R N A l y si s b uff er w a s a d d e d. T h e R N A 

w a s s e p ar at e d fr o m m o st of t h e g e n o mi c D N A ( g D N A) vi a a g D N A r e m o v al c ol u m n 

a n d R N A w a s p urifi e d u si n g 9 9 % et h a n ol a n d a n R N A p urifi c ati o n c ol u m n. R e si d u al 

g D N A w a s r e m o v e d b y i n c ol u m n D N a s e I tr e at m e nt. F oll o wi n g w a s h e s, t h e R N A w a s 

el ut e d i n 5 0 μl n u cl e a s e -fr e e w ater a n d t h e c o n c e ntr ati o n w a s m e a s ur e d wit h a 

N a n o Dr o p s p e ctr o p h ot o m et er. A d diti o n al g D N A r e m o v al w a s p erf or m e d b y i n t u b e 

di g e sti o n wit h D N a s e I a n d s a m pl e s w er e st or e d at -2 0 ° C.  

R T -P C R w a s p erf or m e d wit h O n e T a q ® O n e -St e p R T -P C R Kit  ( N e w E n gl a n d bi ol a b s, 

E 5 3 1 5 S ). Pri m er s w er e d e si g n e d t o t ar g et 3 0 0 b p s e q u e n c e s s p e cifi c t o e a c h H u G E 
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c at al yti c d o m ai n (t a bl e 5) t o i d e ntif y pr e s e n c e of i n s ert i n st a bl y tr a n sf or m e d s e e dli n g s. 

B a n d s w er e i d e ntifi e d b y g el el e ctr o p h or e si s ( 0. 8 % a g ar o s e g el)  wit h 2 μl/ 1 0 0 ml 

S Y B R S af e D N A G el St ai n (I n vitr o g e n).   

 

T a bl e 2. 6 : F or w ar d a n d r e v er s e pri m er s u s e d f or R T-P C R f oll o wi n g e xtr a cti o n fr o m 
st a bl e li n e s e x pr e s si n g o n e or b ot h of M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8/ F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 
v e ct or s. All a n n e al at 6 0 ° C.  

P ri m e r n a m e  / H u G E f or fr a g m e nt Pri m e r s e q u e n c e  

M U R 3 -G N T 4 fr a g m e nt  
 

M U R G 4 R T F W D  T A C A G C C C T C A T A T G C G A  

M U R G 4 R T R E V  T A T G T A G C G T C T C A A T C A A G T A T G A  

M U R 3 -G N T 5 fr a g m e nt  
 

M U R G 5 R T F W D  T A G C T G A A C C T G G C  

M U R G 5 R T R E V  T A A A C A G T C T T T G C A C A G A G C  

F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 fr a g m e nt  
 

F U T B 4 R T F W D  A A A T T G A G T G A T A G T A C T A G T C T T C C A  

F U T B 4 R T R E V  A T C T C C C G C C T G A T T A A T A A C G  

F U T 1 3 -S T 6 G A L 1 fr a g m e nt  
 

F U T S T 6 R T F W D  G T T T A C C A T A G C G A T A T C C C A A A  

F U T S T 6 R T R E V  G A A G A A C T T C T G A T A G T A A T A G C A A A C G  
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2. 7 L e cti n bi n di n g a s s a y s  

  

2. 7. 1 P r e p ar ati o n of pl a nt e xtr a ct s  

Wil d t y p e a n d Δ X F T  Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a  pl a nt s , eit h er u ntr a n sf or m e d or fr o m 

st a bl e li n e s,  w er e i nfiltr at e d wit h c o n str u ct s e x pr e s si n g pr ot ei n s of i nt er e st a n d l e af 

ti s s u e w a s c oll e ct e d 3  d a y s aft er i nfiltr ati o n ( ~ 8 0 0 m g ). T h e ti s s u e w a s fl a s h fr o z e n i n 

li q ui d nitr o g e n i n a m ort ar a n d p e stl e  a n d i m m e di at el y gr o u n d t o a fi n e p o w d er . T h e 

p o w d er w a s h o m o g e ni z e d wit h a p pr o xi m at el y 1. 5 ml of n o n -d e n at uri n g l y si s b uff er ( 1 0 

m M Tri s -H Cl, p H 7. 5, 1 5 0 m M N a Cl, 0. 5 m M E D T A ,0. 5 % ( v/ v) N o ni d et P -4 0, 1 m M 

p h e n yl m et h yl s ulf o n yl fl u ori d e ). S a m pl e s w er e i n c u b at e d o n i c e f or 3 0 mi n ut e s  wit h 

pi p etti n g e v er y 1 0 a n d  w er e c e ntrif u g e d at 3 0 0 0 x g  f or 5 mi n ut e s. T h e s u p er n at a nt 

c o ul d b e u s e d i m m e di at el y f or l e cti n bi n di n g a s s a y s, or w a s s n a p fr o z e n a n d st or e d at 

-8 0 ° C . 

 2. 7. 2 D ot bl ot l e cti n bi n di n g a s s a y s  

5  µl of e a c h e xtr a ct , eit h er fr e s h or t h a w e d o n i c e, w er e a p pli e d vi a 1 0  µl pi p ett e t o a 

s h e et of 0. 2  µ m p or e nitr o c ell ul o s e m e m br a n e ( A m er s h a m H y b o n d ™ -N, G E 

h e alt h c ar e) l ai d  o ut i n a gri d p att er n. T h e s e w er e all o w e d t o air dr y f or fi v e mi n ut e s, 

a n d 5  µl s a m pl e r e -a p pli e d t o s u b s e q u e nt d ot s t o g e n er at e 5, 1 0, 1 5 a n d 2 0  µl d ot s f or 

e a c h e xtr a ct a cr o s s t h e m e m br a n e. T h e nitr o c ell ul o s e s h e et w a s t h e n i n c u b at e d i n a 

2 % s ol uti o n of b o vi n e s er u m al b u mi n ( Si g m a) a n d 0. 0 5 % T w e e n 2 0 ( Si g m a) i n T B S  

p H 7 , wit h c o n st a nt a git ati o n f or 3 0 mi n. T h e m e m br a n e w a s t h e n ri n s e d o n c e a n d 

w a s h e d t wi c e i n T B S T wit h a git ati o n f or 5  mi n ut e s. It w a s t h e n tr a n sf err e d t o a s ol uti o n 

of a gi v e n fl u or e s c e ntl y l a b ell e d l e cti n at a c o n c e ntr ati o n of 1  µ g/ ml i n 0. 0 5 % T w e e n 

2 0 i n T B S, wit h c o n st a nt a git ati o n f or 2. 5 h o ur s. L e cti n u s e d w er e o n e of eit h er  

Fl u or e s c ei n  l a b ell e d Ri ci n u s c o m m u ni s  a g gl uti n 1 ( R C A 1, R C A 1 2 0 , 1 m g/ ml ) fr o m 

V e ct or l a b s, or S a m b u c u s Ni gr a  a g gl uti n  ( S N, 1 m g/ ml ) l e cti n l a b ell e d wit h C y 3 (Bi o 

w orl d ). T h e m e m br a n e w a s t h e n w a s h e d i n t hr e e fi v e-mi n ut e c h a n g e s of 0. 0 5 % T w e e n 

2 0 i n T B S. F oll o wi n g t hi s t h e m e m br a n e w a s vi s u ali z e d a c c or di n g t o a p pr o pri at e 

c oll e cti o n p ar a m et er s f or t h e gi v e n fl u or e s c e nt t a g i n a S y n g e n e G: B O X s y st e m 

( C h e mi X R Q).  
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 2. 7. 3 S D S -P A G E l e cti n bi n di n g a s s a y s  

E a c h s a m pl e w a s mi x e d i n 1/ 5 v ol u m e t o s a m pl e wit h 5 x L a e m mli s a m pl e lo a di n g 

b uff er (5 0 m M Tri s -H Cl, p H 6. 8, 1 0 0 m M D T T, 1 0 % w/ v S D S, 0. 0 5 % w/ v br o m o p h e n ol 

bl u e, 5 0 % w/ v gl y c er ol ) a n d b oil e d at 8 0° C  f or t e n mi n ut e s, t h e n l eft o n i c e. L e af e xtr a ct 

w a s s e p ar at e d  b y  el e ctr o p h or e si s o n a 1 2. 5 % S D S -P A G E ( w/ v) a cr yl a mi d e g el 

( Bi or a d) u n d er n o n -r e d u ci n g c o n diti o n s (G all a g h er et al., 1 9 9 8).  F or t h e i niti al r u n 

s e p ar at e d pr ot ei n s w er e vi s u ali z e d b y C o o m a s si e bl u e st ai ni n g  (1 g/l C o o m a s si e 

Brilli a nt Bl u e R -2 5 0, 5 0 % v/ v m et h a n ol, 1 0 % v/ v a c eti c a ci d ) of t h e r e s ulti n g g el. F or 

s u b s e q u e nt r u n s s e p ar at e d pr ot ei n s wit hi n g el s w er e tr a n sf err e d o nt o a nitr o c ell ul o s e 

m e m br a n e ( A m er s h a m H y b o n d™ -N, G E H e alt h c ar e)  f or o n e h o ur at 6 0 V ( Bi or a d). 

T h e nitr o c ell ul o s e s h e et w a s t h e n i n c u b at e d i n a 2 % s ol uti o n of b o vi n e s er u m al b u mi n 

( Si g m a) a n d 0. 0 5 % T w e e n 2 0 ( Si g m a) i n T B S, wit h c o n st a nt a git ati o n f or 3 0 mi n. T h e 

m e m br a n e w a s t h e n ri n s e d o n c e a n d w a s h e d t wi c e i n T B S T wit h a git ati o n f or 5 

mi n ut e s. It w a s t h e n tr a n sf err e d t o a s ol uti o n of a gi v e n fl u or e s c e ntl y l a b ell e d l e cti n at 

a c o n c e ntr ati o n of 1  µ g/ ml i n 0. 0 5 % T w e e n 2 0 i n T B S, wit h c o n st a nt a git ati o n f or 2. 5 

h o ur s. L e cti n s  u s e d w er e o n e of eit h er  Fl u or e s c ei n  l a b ell e d Ri ci n u s c o m m u ni s  a g gl uti n 

1 ( R C A 1, R C A 1 2 0 , 1 m g/ ml ) fr o m V e ct or l a b s, or S a m b u c u s Ni gr a  ( S N, 1 m g/ ml ) l e cti n 

l a b ell e d wit h C y 3 (Bi o w orl d ). T h e m e m br a n e w a s t h e n w a s h e d i n t hr e e fi v e-mi n ut e 

c h a n g e s of 0. 0 5 % T w e e n 2 0 i n T B S. F oll o wi n g t hi s t h e m e m br a n e w a s vi s u ali z e d 

a c c or di n g t o a p pr o pri at e c oll e cti o n p ar a m et er s f or t h e gi v e n fl u or e s c e nt t a g i n a 

S y n g e n e G: B O X s y st e m ( C h e mi X R Q) . 
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3. 1 T h e pl a nt G ol gi  

 

T h e pl a nt G ol gi b o d y i s t h e m aj or sit e of p o st -tr a n sl ati o n al pr ot ei n m o difi c ati o n i n 

pl a nt s, a n d m o st r el e v a nt  f or t hi s pr oj e ct, N-li n k e d gl y c o s yl ati o n. T hi s o c c ur s i n a 

st e p wi s e f a s hi o n a s pr o d u ct s pr o gr e s s t hr o u g h a n o n -u nif or m di stri b uti o n of 

gl y c o s yl ati o n e n z y m e t hr o u g h t h e ci s, m e di al a n d tr a n s-G ol gi ( Fi g ur e 3. 1 ), t o w ar d s t h e 

tr a n s-G ol gi n et w or k ( S c h o b er er et al., 2 0 1 8). T h e b a si c str u ct ur e of t h e i n di vi d u al G ol gi 

b o d y i s a st a c k of di s c -li k e ci st er n a e c h ar a ct eri z e d b y or d eri n g wit hi n t h e st a c k (Fi g ur e  

3. 1 ), wit h t h e ci s -G ol gi ci st er n a e a s t h e e ntr y p oi nt f or c ar g o e xiti n g t h e E R, t h e m e di al -

ci st er n a e a n d t h e tr a n s-ci st er n a e. Fr o m t h e tr a n s-ci st er n a e t h e pr o d u ct i s d eli v er e d t o 

t h e Tr a n s G ol gi N et w or k m e di ati n g i ntr a c ell ul ar d eli v er y of E R pr o d u ct ( R o bi n s o n et al 

2 0 2 0).  

 

Fl u or e s c e nt mi cr o s c o p y i s a p o w erf ul t o ol f or i n v e sti g ati n g c ell ul ar f u n cti o n s of pr ot ei n, 

oft e n b y t h eir s p e cifi c a s s o ci ati o n or di stri b uti o n wit hi n i ntr a c ell ul ar str u ct ur e s. C o -

l o c ali s ati o n f or pr ot ei n s of i nt er e st c a n b e p erf or m e d b y c o m p ari n g t h e di stri b uti o n of 

fl u or e s c e ntl y l a b ell e d pr ot ei n s wit h i m a g e a n al y si s t o ol s t o d et er mi n e t h eir i nt er a cti o n 

( D u n n et al., 2 0 1 1). T o i n v e sti g at e s u b-G ol gi l o c ali s ati o n, w e c a n u s e k n o w n a n d w ell 

u n d er st o o d ci st er n a e -s p e cifi c m ar k er s f or pl a nt G ol gi. T h e s e i n cl u d e t h e ci s -G ol gi 

m ar k er M N S 1, fr o m Ar a bi d o p si s t h ali a n a  G ol gi -α -m a n n o si d a s e I ( Li e b mi n g er et al., 

2 0 0 9; S c h o b er er et al., 2 0 1 4) a n d t h e tr a n s-G ol gi m ar k er S T, d eri v e d fr o m a si g n al -

a n c h or s e q u e n c e at t h e N -t er mi n al of R att u s n or v e gi c u s  α -2, 6 -si al yl tr a n sf er a s e 

( R u ni o n s et al., 2 0 0 6; S ai nt-J or e et al., 2 0 0 2)  
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Fi g ur e 3. 1: S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of s u b -or g a n ell ar or g a ni s ati o n of t h e pl a nt G ol gi b o d y ci st er n a e, 

wit h r el e v a nt ci st er n a e -s p e cifi c m ar k er s c ol o ur -c o d e d.  Or a n g e = ci s -G ol gi t ar g eti n g ( M N S 1, fr o m G ol gi -

α -m a n n o si d a s e I) , p ur pl e = m e di al-G ol gi t ar g eti n g ( M U R 3, fr o m β -1, 2 -g al a ct o s yltr a n sf er a s e) , m a g e nt a 

= tr a n s-G ol gi t ar g eti n g ( S T, fr o m R att u s n or v e gi c u s  α -2, 6 -si al yl tr a n sf er a s e; F U T 1 3, fr o m α -1, 4 -

f u c o s yltr a n sf er a s e). 
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I n c o ntr a st t o t h e si n g ul ar, i m m o bil e p eri n u cl e ar G ol gi b o d y t y pi c all y f o u n d i n 

m a m m ali a n c ell s, a pl a nt c ell c a n c o nt ai n h u n dr e d s of d y n a mi c ( Fi g ur e 3. 2 , A) 

( O st erri e d er et al., 2 0 0 9), hi g hl y m o bil e G ol gi b o di e s t h at r a pi dl y m o v e wi d el y 

t hr o u g h o ut t h e c ell c yt o pl a s m (Fi g ur e 3. 2 , B) tr a n s p ort e d al o n g t h e E R ( R o bi n s o n et 

al., 2 0 2 0; Fi g ur e 3. 2  C -D) b y a cti n -m y o si n dri v e n m otilit y ( S c h o b er er et al., 2 0 1 1) . A s 

a r e s ult, i m a gi n g m et h o d s u s e d w er e a d a pt e d t o b e st c a pt ur e G ol gi i n d et ail w hil e 

a c c o u nti n g f or r a pi d , d y n a mi c m o v e m e nt. T hi s c o n si st e d of r e c or di n g ti m e s eri e s of 

5 0 + fr a m e s at hi g h m a g nifi c ati o n, f o c u s e d o n a n ar e a of t h e c ell i n w hi c h G ol gi w er e 

li k el y t o p a s s t hr o u g h, t o c o m p e n s at e f or t h e tr a d e-off i n i m a g e q u alit y u s u all y ari si n g 

i n hi g h-r e s ol uti o n a c q ui siti o n of hi g h -s p e e d o bj e ct s (It o et al., 2 0 2 2). Ti m e s eri e s w er e 

r e c or d e d at t h e c ell p eri p h er y, or i n E R str e a m s w h er e G ol gi w o ul d r eli a bl y p a s s i n t h e 

c orr e ct vi e w pl a n e. Fr o m t h e s e ti m e s eri e s i n di vi d u al fr a m e s w er e c oll e ct e d, t a ki n g 

a d v a nt a g e of t h e c h a n gi n g ori e nt ati o n of G ol gi wit hi n t h e c ell (Fi g ur e 3. 2 , B) t o 

vi s u ali z e G ol gi b o d y ci st er n a e. T hi s c oll e cti o n m et h o d b e st r e s e m bl e s a tr ail or g a m e 

c a m er a b y e m pl o yi n g a sit a n d w ait a p pr o a c h t o c oll e cti n g hi g h -m a g nifi c ati o n G ol gi i n 

ar e a s of t h e c ell k n o w n t o h a v e hi g hl y m o bil e G ol gi. I m a gi n g w a s d e v el o p e d w it h u s e 

of k n o w n ci st er n a e -s p e cifi c pl a nt G ol gi b o d y m ar k er s M N S 1 f or t h e ci s - G ol gi a n d S T 

f or t h e tr a n s-G ol gi. T hi s w a s t o vi s u ali z e G ol gi b o d y m o v e m e nt a n d pr o vi d e a 

s e p ar ati o n b et w e e n e arl y a n d l at e G ol gi ci st er n a e t o o b s er v e G ol gi b o d y m o bilit y 

( H a w e s et al., 2 0 0 8).  



5 8  
 

 

Fi g ur e 3. 2 : R e pr e s e nt ati v e c o nf o c al mi cr o s c o p y i m a g e s f or G ol gi b o di e s l a b ell e d b y st a n d ar d G ol gi 

b o d y m ar k er s.  

A) L o w m a g nifi c ati o n i m a g e of d o u bl e ci s -G ol gi m ar k er M N S 1 -e G F P ( gr e e n) + M N S 1 -m R F P ( m a g e nt a) 

e x pr e s si o n. B) Hi g h m a g nifi c ati o n i m a g e of ci s -G ol gi m ar k er M N S 1 -e G F P ( gr e e n) wit h tr a n s-G ol gi 

m ar k er S T -m R F P ( m a g e nt a). C) Hi g h m a g nifi c ati o n i m a g e of E R m ar k er G F P -H D E L ( gr e e n) a n d tr a n s-

G ol gi m ar k er S T -m R F P ( m a g e nt a) s h o wi n g p o siti o ni n g of G ol gi b o di e s i n t h e E R. D) Hi g h er 

m a g nifi c ati o n i m a g e f or t h e pr e vi o u s m ar k er c o m bi n ati o n. Si z e b ar s = 1  µ m.  
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U si n g t hi s t e c h ni q u e of hi g h m a g nifi c ati o n a n d c o n si st e nt z o o m, ti m e s eri e s w er e 

c oll e ct e d, fr o m w hi c h i n di vi d u al fr a m e s c o ul d b e i d e ntifi e d a n d u s e d t o c o n si st e ntl y 

o b s er v e t h e str u ct ur e of t h e pl a nt G ol gi b o d y. M o st c o m m o nl y G ol gi wit hi n t h e pl a nt 

c ell c a n a p p e ar i n a wi d e ri n g str u ct ur e i n cl o s e pr o xi mit y t o t h e E R ( Fi g ur e 3. 3 , C-D). 

A t y pi c al vi e w of G ol gi wit hi n t h e c ell ( Fi g ur e 3. 3, A) d e m o n str at e s t h e di s c -li k e 

str u ct ur e vi si bl e a s b ot h a fl at a n d t hi n pr ofil e vi e w d e p e n di n g o n t h e r ot ati o n of t h e 

G o l gi at t h e m o m e nt of i m a g e c a pt ur e, wit h t h e s m all di st a n c e b et w e e n t h e ci st er n a e 

( >2  µ m)  vi s u ali z e d. T w o -c ol o ur hi g h r e s ol uti o n c o nf o c al mi cr o s c o p y u si n g a ci s -G ol gi 

fl u or e s c e nt m ar k er pr ot ei n ( M N S 1-e G F P, gr e e n) a n d a tr a n s-G ol gi fl u or e s c e nt m ar k er 

pr ot ei n ( S T -m R F P, m a g e nt a) w a s u s e d t o vi s u ali z e t h e di sti n cti o n or off s et i n 

l o c ali s ati o n of fl u or e s c e n c e, a n d b ett er ill u str at e G ol gi b o d y r ot ati o n. A hi g h 

m a g nifi c ati o n of a G ol gi i n fl at vi e w ( Fi g ur e 3. 3, B) d e m o n str at e d m ar k er l o c ali s ati o n 

wit hi n s e p ar at e ci st er n a e of t h e st a c k e d -di s c str u ct ur e of t h e G ol gi b o d y m a y o v erl a p 

b ut ill u str at e d t h e diffi c ult y i n q u a ntif yi n g l o c ali s ati o n i n t hi s vi s u al pl a n e of t h e G ol gi. 

T hi s i s s u e i s l e s s e n e d w h e n pl a nt G ol gi r ot at e i nt o a si d e -pr ofil e c o nfi g ur ati o n ( Fi g ur e 

3 . 3, C a n d D) w h er e p h y si c al o v erl a p b et w e e n ci st er n a e i s r e m o v e d, a n d t h e st a c k e d 

“ p a n c a k e s” n at ur e of t h e G ol gi ci st er n a e ar e vi si bl e (It o et al., 2 0 1 4). It i s t h e n si m pl er 

t o diff er e nti at e ci st er n a e-s p e cifi c e x pr e s si o n of t w o s e p ar at el y l o c ali s e d m ar k er s 

(Fi g ur e 3 . 3, C) fr o m c o-l o c ali s ati o n of t w o m ar k er s wit hi n t h e s a m e ci st er n a e ( Fi g ur e 

3 . 3, D).  
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Fi g ur e 3. 3  R e pr e s e nt ati v e c o nf o c al i m a g e s s h o wi n g G ol gi b o di e s l a b ell e d wit h ci st er n a e -s p e cifi c 

m ar k er s.  

A) Wi d e vi e w of off s et b et w e e n a ci s -G ol gi b o d y m ar k er ( M N S 1 -e G F P i n gr e e n) a n d tr a n s-G ol gi m ar k er 

( S T-m R F P i n m a g e nt a; B) t o p -d o w n vi e w of M N S 1 -e G F P i n gr e e n a n d S T -m R F P i n m a g e nt a; C) G ol gi 

b o d y si d e pr ofil e s uit a bl e f or a n al y si s s h o wi n g t h e M N S 1 -e G F P i n gr e e n a n d S T -m R F P i n m a g e nt a; D) 

si d e pr ofil e s uit a bl e f or a n al y si s of i n di vi d u al G o l gi b o d y wit h c o-l o c ali s ati o n of t h e ci s -G ol gi m ar k er 

M N S 1 i n t w o s e p ar at e c ol o ur s ( M N S 1 -e G F P i n gr e e n a n d M N S 1 -m R F P i n m a g e nt a). Si z e b ar s = 1  µ m.  

 

  

A) M N S 1 -e G F P + S T -m R F P B) M N S 1 -e G F P + S T -m R F P

C) M N S 1 -e G F P + S T -m R F P D) M N S 1 -e G F P + M N S 1 -m R F P
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3. 2 Ai m s:  

 

1.  T o d et er mi n e  a  s uit a bl e i m a gi n g m et h o d ol o g y  t o vi s u ali z e t h e pl a nt G ol gi f or 

s u b -or g a n ell ar c o -l o c ali s ati o n a n al y si s a n d  t o d e v el o p t o ol s t o a s s e s s 

fl u or e s c e nt pr ot ei n c o-l o c ali s ati o n b et w e e n  pl a nt G ol gi ci st er n a e  

2.  T o d e v el o p a n a c c o m p a n yi n g d at a a n al y si s pi p eli n e t o s y st e m ati c all y q u a ntif y 

a n d el u ci d at e s u b -or g a n ell ar l o c ali s ati o n of pr ot ei n s wit hi n t h e pl a nt G ol gi b o d y  

 

 

3. 3 R e s ult s  

 

3. 3. 1 I n v e sti g ati n g G ol gi c o-l o c ali s ati o n wit h J a C o P s 

Pr o gr e s s o n i m a gi n g of si d e -pr ofil e G ol gi i n o b s er vi n g ci st er n a e l o c ali s ati o n of 

fl u or e s c e nt m ar k er pr ot ei n s ( Fi g ur e 3. 3, C a n d D) w a s pr o mi si n g f or d e v el o pi n g a n 

a n al y si s pi p eli n e t o q u a ntif y l o c ali s ati o n of e x pr e s si o n t o s p e cifi c G ol gi b o d y ci st er n a e. 

It w a s n e c e s s ar y t o d et er mi n e t h e s p e cifi c s u b-G ol gi l o c ali s ati o n of H u G E s, a s t h eir 

c orr e cti o n l o c ali s ati o n w o ul d dir e ct l y i m p a ct t h e fi n al gl y c a n pr o d u ct a n d w o ul d n e e d 

t o b e c orr e ct t o a c hi e v e a n eff e cti v el y “ h u m a ni s e d” gl y c o s yl ati o n pr ofil e ( P al a c p a c, et 

al 1 9 9 9, B a k k er et al 2 0 0 1). A t e st d at a s et f or M N S 1 -e G F P + S T -m R F P i m a g e s of 

si d e -pr ofil e G ol gi si mil ar t o t h o s e di s p l a y e d i n Fi g ur e 3. 3 C -D w er e c oll e ct e d f or 

a n al y si s. T h e m ar k er c o m bi n ati o n M N S 1 -e G F P + S T -m R F P w er e u s e d a s e x a m pl e of 

a m a xi m u m s e p ar ati o n p o s si bl e t o o b s er v e wit hi n t h e G ol gi, a s i n t h e or y t hi s r efl e ct s 

t h e p o s si bl e s e p ar ati o n di st a n c e b et w e e n t h e ci s - t o tr a n s-G ol gi ci st er n a e ( Fi g ur e 3. 1 ). 

A s e p ar at e d at a s et w a s c oll e ct e d of si d e -pr ofil e G ol gi e x pr e s si n g t h e m ar k er 

c o m bi n ati o n M N S 1 -e G F P + M N S 1 -m R F P. T hi s pr o vi d e d a v al u e f or t h e mi ni m u m 

s e p ar ati o n of t w o m ar k er s wit hi n t h e s a m e G ol gi ci st er n a e, r e pr e s e n ti n g m a xi m u m 

e xt e nt of c o -l o c ali s ati o n p o s si bl e. T hi s w o ul d b e a c o ntr ol v al u e f or c o-l o c ali s ati o n. T h e 

t w o c o n diti o n s s er v e a s r ef er e n c e v al u e s f or c o m p ar ati v e a n al y si s of H u G E s i n s u b-

G ol gi l o c ali s ati o n . A n y a n al y si s m et h o d ol o g y e x pl or e d w o ul d n e e d t o r eli a bl y q u a ntif y 

a n d si g nifi c a ntl y diff er e nti at e b et w e e n t h e t w o m ar k er c o m bi n ati o n s.  
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I n or d er t o att e m pt c o-l o c ali s ati o n a n al y si s of G ol gi d at a, s e v er al a p pr o a c h e s w er e 

tri all e d utili zi n g diff er e nt i m a g e a n al y si s s oft w ar e a n d m et h o d s. I niti all y t h e fr e e i m a g e 

pr o c e s si n g s oft w ar e Fiji w a s u s e d ( S c hi n d eli n et al., 2 0 1 2), al o n g si d e a n o p e n -s o ur c e 

c o -l o c ali s ati o n pr o gr a m a c c e s s e d a s a Fiji pl u gi n c all e d J u st A n ot h er C o-l o c ali s ati o n 

Pl u gi n or J a C o P ( B olt e et al., 2 0 0 6). T h e J a C o P pl u g -i n i s d e s cri b e d a s a c o m pil ati o n 

of g e n er al c o -l o c ali z ati o n i n di c at or s a n d m or e r e c e ntl y p u bli s h e d m et h o d s. D e p en di n g 

o n t h e ti c k e d b o x e s, t h e pl u g -i n will e v al u at e c o-l o c ali z ati o n o n t w o i m a g e s a c c or di n g 

t o t h e s el e ct e d m et h o d s ( Fi g ur e 3. 4). A c c or di n g t o a c c o m p a n yi n g lit er at ur e f or t h e 

utilit y it i s d e s cri b e d a s s uit a bl e f or c o -l o c ali s ati o n a n al y si s i n t h e G ol gi wit h “T h e 

c ol o c ali z ati o n of t w o or m or e m ar k er s wit hi n t h e s e c ell ul ar str u ct ur e s ( G ol gi) m a y b e 

d efi n e d a s a n o v erl a p i n t h e p h y si c al di stri b uti o n of t h e m ol e c ul ar p o p ul ati o n s wit hi n a 

t hr e e-di m e n si o n al v ol u m e, w h er e t hi s m a y b e c o m pl et e or p arti al o v erl a p.”  ( B olt e 

2 0 0 6)  
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Fi g ur e 3. 4:  W or kfl o w i m a g e pr o c e s s u si n g t h e J a C o P pl u gi n G UI i n Fiji f or pr o c e s si n g a si d e -vi e w i m a g e 

of a G ol gi b o d y. S T -m R F P ( s h o w n i n m a g e nt a) a n d M N S 1 -e G F P ( s h o w n i n gr e e n) m ar k er i m a g e u s e d 

a s a n e x a m pl e.  
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T h e pr o gr a m w a s u s e d f or b ot h m ar k er d at a s et s d e s cri b e d ( M N S 1 -M N S 1 or M N S 1 -

S T) a n d r e q uir e d a r e ct a n g ul ar s el e cti o n r e gi o n t o b e m a d e ( Fi g ur e 3. 4, A). T h e c ol o ur 

c h a n n el s ar e s plit t o r u n a n al y si s, a s i n t h e or y t h e d e gr e e of o v erl a p or s e p ar ati o n 

b et w e e n t h e t w o c h a n n el s will d et er mi n e t h e e xt e nt of c o -l o c ali s ati o n of t h e t w o 

si g n al s. A v ari et y of o ut p ut s c a n b e g e n er at e d, b ut d e e m e d a p pr o pri at e f or t hi s 

a p pli c ati o n i n cl u d e d c yt ofl u or o gr a m s, v al u e s f or P e ar s o n c o effi ci e nt  ( M c D o n al d et al., 

2 0 1 5) , o v erl a p c oeffi ci e nt a n d M 1/ M 2 a s a t e xt l o g ( Fi g ur e 3. 4, B). It i s p o s si bl e t o s et 

a fl u or e s c e n c e i nt e n sit y -b a s e d t hr e s h ol d f or t h e a n al y si s m a n u all y b y u s e of sli d er s, 

or t h e pr o gr a m pr o vi d e s a n o pti o n f or C o st e s’ a ut o m ati c t hr e s h ol di n g ( B olt e 2 0 0 6). 

T h e ar e a of t h e gi v e n i m a g e i s u s e d f or a n al y si s b y d ef a ul t, a n d s o f or t hi s a p pli c ati o n 

t h e r e ct a n g ul ar s el e cti o n i s cr o p p e d t o a n i n di vi d u al G ol gi i d e ntifi e d a s si d e-pr ofil e. 

T h e pr o c e s s i s r e p e at e d f or e a c h s uit a bl e G ol gi i d e ntifi e d.  

T h e li n e ar e q u ati o n d e s cri bi n g t h e r el ati o n s hi p b et w e e n t h e i nt e n siti e s  i n t w o i m a g e s 

w a s c al c ul at e d b y li n e ar r e gr e s si o n. T h e sl o p e of t hi s li n e ar a p pr o xi m ati o n pr o vi d e s 

t h e r at e of a s s o ci ati o n of t w o fl u or o c hr o m e s. P e ar s o n' s c o effi ci e nt pr o vi d e s a n 

e sti m at e of t h e g o o d n e s s of t hi s a p pr o xi m ati o n. It d o e s t hi s b y gi vi n g a c or r el ati o n 

v al u e fr o m -1 t o 1. H er e 1 r e pr e s e nt s t h e str o n g e st p o siti v e c orr el ati o n ( o v erl a p), 0 

i n di c at e s n o c orr el ati o n ( n o o v erl a p) a n d -1 str o n g e st i n v er s e c orr el ati o n. H er e, R 

e q u al s  t h e C o v ari a n c e di vi d e d b y t h e st a n d ar d d e vi ati o n of X, m ulti pli e d b y t h e 

st a n d ar d d e vi ati o n of Y ( B olt e et al, 2 0 0 6).  

 

R e s ult s di s cri mi n at e d b et w e e n t w o m ar k er c o n diti o n s b y P e ar s o n’ s c o effi ci e nt ( Fi g ur e 

3. 5). C o -l o c ali s ati o n wit hi n t h e s a m e ci st er n a e ( M N S 1-M N S 1, Fi g ur e 3. 5) a p pr o a c h e d 

1 wit h a r e s ult of 0. 9 4, i n di c ati n g a n e ar c o m pl et e o v erl a p d et e ct e d i n t hi s m ar k er 

c o m bi n ati o n. F or s e p ar ati o n c o n diti o n s b et w e e n t h e ci s - a n d tr a n s-G ol gi ci st er n a e 

( M N S 1-S T, Fi g ur e 3. 5) t h e r e s ult w a s 0. 4 9, i n di c ati n g a w e a k er d e gr e e of c orr el ati o n 

fr o m n o n-o v erl a p pi n g m ar k er c o n diti o n s. T h e diff eri n g i n P e ar s o n’ s c o effi ci e nt 

b et w e e n t h e t w o c o m bi n ati o n s i n di c at e s a si g nifi c a nt diff er e n c e i n l o c ali s ati o n 

s u c c e s sf ull y i n di c at e d b y t h e a n al y si s u s e d.  
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Fi g ur e 3. 5: J a C o P c o -l o c ali s ati o n o ut p ut of P e ar s o n’ s c o effi ci e nt f or r e pr e s e nt ati v e m ar k er c o ntr ol wit h 

d ef a ult t hr e s h ol d.  

J a C o P s o ut p ut s f or t h e t e st m ar k er c o n diti o n s f or s e p ar ati o n b et w e e n ci s -tr a n s-G ol gi ci st er n a e ( M N S 1 -

S T, bl u e) a n d c o -l o c ali s ati o n wit hi n G ol gi ci st er n a e ( M N S 1-M N S 1, gr e e n). D ef a ult t hr e s h ol di n g a p pli e d 

a ut o m ati c all y b y J a C o P s. D at a s et fr o m R e pr e s e nt ati v e G ol gi, r e s ult s fr o m N = 1 G ol gi bi ol o gi c al r e p e at s 

p er c o n diti o n a n d > 3 t e c h ni c al r e p e at s f or e a c h c o m bi n ati o n.  
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T h e o v erl a p c o effi ci e nt i s c al c ul at e d a s t h e P e ar s o n' s c o effi ci e nt wit h t h e m e a n 

i nt e n sit y v al u e of b ot h c h a n n el s b ei n g t a k e n o ut of t h e e x pr e s si o n. K 1 a n d K 2 ar e 

d efi n e d a s t w o c o m p o n e nt s of t h e o v erl a p c o effi ci e nt, t h e f or m er b ei n g r el at e d t o t h e 

fir st ch a n n el t ot al i nt e n sit y, t h e l att er b ei n g r el at e d t o t h e s e c o n d c h a n n el t ot al i nt e n sit y 

( M a n d er s et al. 1 9 9 2). K 1 a n d K 2 all o w i d e ntifi c ati o n of c o ntri b uti o n of e a c h c h a n n el 

t o ar e a c ol o c ali s e d, a n d h a v e a hi g h s e n siti vit y t o diff er e n c e s i n si g n al i nt e n sitie s 

( Zi n c h u k et al., 2 0 0 7). V al u e s f or K 1 a n d K 2 r a n g e a b o v e + 1 i n c a s e s of hi g h si g n al 

i nt e n sit y i n o n e c h a n n el. T h e o v erl a p c o effi ci e nt f or c o-l o c ali s ati o n c o n diti o n M N S 1-

M N S 1 ( Fi g ur e 3. 6) w a s 0. 9 6 7 ( K 1 = 0. 8 7 8, K 2 = 1. 0 6 5), a n d f or M N S 1 -S T w a s 0. 6 8 3 

( K 1 = 0. 5 0 7, K 2 = 0. 9 2). T hi s i s i n li n e wit h t h e P e ar s o n c o effi ci e nt ( Fi g ur e 3. 5) a n d 

di sti n g ui s h e s b et w e e n t h e t w o m ar k er c o n diti o n s, h o w e v er t h e v al u e f or K 1 a n d K 2 i n 

r e s p e cti v e c h a n n el s pr o vi d e d i n si g ht i nt o t h e o v erl a p pr o p orti o n s b et w e e n c h a n n el s. 

T h e P e ar s o n’ s c o effi ci e nt ( Fi g ur e 3. 6) f or M N S 1 -M N S 1 t h e K 1 a n d K 2 v al u e s ar e v er y 

si mil ar, m o stl y o v erl a p pi n g d u e t o s a m e -ci st er n a e l o c ali s ati o n. I n M N S 1 -S T r e s ult s, 

t h e s e v al u e s ar e l e s s pr o p orti o n at e, K 2 h a vi n g a m u c h gr e at er o v erl a p t h a n K 1 

i n di c ati n g a l a c k of c o-l o c ali s e d c o v er a g e b et we e n c h a n n el s, i n li n e wit h e x p e ct ati o n s 

fr o m e xi sti n g r e s e ar c h f or t w o s e p ar at e ci st er n a e-s p e cifi c m ar k er s.  
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Fi g ur e 3. 6: J a C o P c o -l o c ali s ati o n o ut p ut of O v erl a p c o effi ci e nt f or r e pr e s e nt ati v e m ar k er c o ntr ol wit h 

d ef a ult t hr e s h ol d.  

J a C o P o ut p ut s f or t h e t e st m ar k er c o n diti o n s f or c o -l o c ali s ati o n wit hi n G ol gi ci st er n a e ( M N S 1-M N S 1, 

gr e e n) a n d s e p ar ati o n b et w e e n ci s -tr a n s-G ol gi ci st er n a e ( M N S 1 -S T, bl u e). D ef a ult t hr e s h ol di n g a p pli e d 

a ut o m ati c all y b y J a C o P. D at a s et fr o m R e pr e s e nt ati v e G ol gi, r e s ult s fr o m N = 1 G ol gi bi ol o gi c al r e p e at s 

p er c o n diti o n a n d > 3 t e c h ni c al r e p e at s f or e a c h c o m bi n ati o n.  
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J a C o P s pr o vi d e d o pti o n s t o t hr e s h ol d fl u or e s c e nt i nt e n sit y a cr o s s a n i m a g e m a n u all y 

b y u s e of sli d er s, or a ut o m ati c all y vi a C o st e s’ a ut o m ati c t hr e s h ol di n g ( B olt e et al, 2 0 0 6) 

C o st e s’ i s d e s cri b e d a s: “li mit v al u e s f or e a c h c h a n n el ar e i niti ali s e d t o t h e m a xi m u m 

i nt e n sit y of e a c h c h a n n el a n d pr o gr e s si v el y d e cr e m e nt e d. T h e P e ar s o n' s c o effi ci e nt 

i s c o n c o mit a ntl y c al c ul at e d f or e a c h i n cr e m e nt. T h e fi n al t hr e s h ol d s ar e t h e n s et t o 

v al u e s w hi c h mi ni mi z e t h e c o ntri b uti o n of n oi s e” ( C o st e s’ et al., 2 0 0 4). A n o pti o n t o 

a ut o m ati c all y t hr e s h ol d a n al y si s w a s a n attr a cti v e pr o s p e ct t o r a pi dl y a n al y si n g a l ar g e 

d at a s et of G ol gi i n a r eli a bl e m a n n er.  T h e s a m e d at a s et a n d a n al y si s f or t h e o v erl a p 

c o effi ci e nt ( M a n d er s et al., 1 9 9 2) a s p erf or m e d i n Fi g ur e 3. 6 w a s r e p e at e d, t hi s ti m e 

u si n g t h e o pti o n f or C o st e s’ a ut o m ati c t hr e s h ol di n g ( Fi g ur e 3. 7). T h e o v erl a p 

c o effi ci e nt f or c o -l o c ali s ati o n c o n diti o n M N S 1-M N S 1 w a s 0. 9 8 3 ( K 1 = 0. 8 6 4, K 2 = 

1. 1 1 8), a n d f or M N S 1 -S T w a s 0. 9 1 8 ( K 1 = 0. 4 4, K 2 = 1. 9 1 8).  T hi s s h o w e d a si g nifi c a nt 

diff er e n c e w h e n c o m p ar e d t o r e s ult s o bt ai n e d wit h d e f a ult t hr e s h ol di n g ( Fi g ur e 3. 5). 

M o st criti c all y t h er e w a s a l a c k of si g nifi c a nt diff er e n c e o bt ai n e d i n t h e O v erl a p 

c o effi ci e nt b et w e e n t h e t w o m ar k er c o n diti o n s, b ot h a b o v e 0. 9 i n di c ati n g c o m pl et e 

o v erl a p, w hi c h w a s n ot pr e vi o u sl y t h e c a s e wit h M N S 1 -S T ( Fi g ur e 3. 5 a n d Fi g ur e 3. 7). 

T h e u s e of C o st e s’ t hr e s h ol di n g m a d e a si g nifi c a nt diff er e n c e t o t h e v al u e s of K 2 f or 

M N S 1 -S T, wit h t h e s e c o n d c h a n n el n o w c o n si d er a bl y l ar g er a n d li k el y c a u si n g 

o v erfitti n g of c o -l o c ali s ati o n d u e t o t h e diff er e n c e i n fl u or e s c e nt i nt e n sit y i nt er pr et e d, 

l e a di n g t o t h e O v erl a p c o effi ci e nt v al u e o ut p ut. U si n g t h e s e p ar a m et er s, t h e a n al y si s 

n o l o n g er d eli v er s a si g nifi c a nt diff er e n c e b et w e e n t h e t w o m ar k er c o n diti o n s. T hi s 

m a y i n di c at e t h at v ari ati o n i n i nt e n sit y b et w e e n t h e t w o c h a n n e l s c o ul d l e a d t o i n a bilit y 

t o di sti n g ui s h b et w e e n m ar k er c o n diti o n s, w hi c h m a y c a u s e a s eri o u s i s s u e i n 

c o n si d er ati o n s f or e x p eri m e nt d e si g n.                                                                            
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Fi g ur e 3. 7: J a C o P c o -l o c ali s ati o n o ut p ut of O v erl a p c o effi ci e nt f or r e pr e s e nt ati v e m ar k er c o ntr ol wit h 

C o st e s’ a ut o m ati c t hr e s h ol di n g.  

J a C o P o ut p ut s f or t h e t e st m ar k er c o n diti o n s f or c o -l o c ali s ati o n wit hi n G ol gi ci st er n a e ( M N S 1-M N S 1, 

gr e e n) a n d s e p ar ati o n b et w e e n ci s -tr a n s-G ol gi ci st er n a e ( M N S 1 -S T, bl u e). C o st e s’ t hr e s h ol di n g 

a p pli e d. D at a s et fr o m R e pr e s e nt ati v e G ol gi, r e s ult s fr o m N = 1 G ol gi bi ol o gi c al r e p e at s p er c o n diti o n a n d 

> 3 t e c h ni c al r e p e at s f or e a c h c o m bi n ati o n.   
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T h e M 1 a n d M 2 C o effi ci e nt c al c u alt e d i n J a C o P s ( B olt e, 2 0 0 6) will v ar y fr o m 0 t o 1, 

wit h 0 c orr e s p o n di n g t o n o n -o v erl a p pi n g i m a g e s a n d 1 r efl e cti n g 1 0 0 % c o -l o c ali s ati o n 

b et w e e n b ot h i m a g e s ( M a n d er s et al., 1 9 9 2). M 1 i s d efi n e d a s t h e r ati o of t h e " s u m m e d 

i nt e n siti e s of pi x el s fr o m t h e “ gr e e n” i m a g e f or w hi c h t h e i nt e n sit y i n t h e “r e d” c h a n n el 

i s a b o v e z er o" t o t h e "t ot al i nt e n sit y i n t h e gr e e n c h a n n el" a n d M 2 i s d efi n e d c o n v er s el y 

f or “r e d”.  T hi s pr o vi d e s pr o p or ti o n al o v erl a p wit h o ut a c c o u nti n g f or i nt e n sit y i n eit h er 

c h a n n el, h o w e v er r eli a bl e t hr e s h ol di n g i s e s s e nti al t o e n s ur e t h e v ali dit y of e a c h 

a n al y si s. F or C o st e s’ t hr e s h ol di n g o n a n al y si s of o v erl a p c o n diti o n s ( Fi g ur e 3. 8) 

( M N S 1-M N S 1) t hi s w a s 0. 9 3 2 f or M 1  a n d 0. 8 5 2 f or M 2, t h e si mil arit y of t h e t w o b ot h 

a p pr o a c hi n g 1 i n di c ati n g c o -l o c ali s ati o n b et w e e n c h a n n el s. C o n v er s el y, f or off s et 

c o n diti o n s ( M N S 1 -S T), M 1 w a s 0. 7 3 4 a n d M 2 0. 3 4 3, i n di c ati n g a di sti n ct diff er e n c e i n 

o v erl a p of c h a n n el s at a l o w er v al u e t h a n o v erl a p c o n diti o n s, wit h a si z e a bl e diff er e n c e 

b et w e e n t h e M 1 & M 2 c h a n n el s, i n di c ati n g a gr e at er a n d di sti n ct diff er e n c e b et w e e n 

o ut p ut s f or M N S 1 -M N S 1 a n d M N S 1 -S T t h at di s cri mi n at e s b et w e e n t h e t w o m ar k er 

c o n diti o n s.  
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Fi g ur e 3. 8: J a C o P c o -l o c ali s ati o n o ut p ut of M 1 & M 2 c o effi ci e nt f or r e pr e s e nt ati v e m ar k er c o ntr ol wit h 

C o st e s’ a ut o m ati c t hr e s h ol di n g.  

J a C o P o ut p ut s f or t h e t e st m ar k er c o n diti o n s f or c o -l o c ali s ati o n wit hi n G ol gi ci st er n a e ( M N S 1-M N S 1, 

gr e e n) a n d s e p ar ati o n b et w e e n ci s -tr a n s-G ol gi ci st er n a e ( M N S 1 -S T, bl u e). C o st e s’ t hr e s h ol di n g 

a p pli e d. D at a s et fr o m R e pr e s e nt ati v e G ol gi, r e s ult s fr o m N = 1 G ol gi bi ol o gi c al r e p e at s p er c o n diti o n a n d 

> 3 t e c h ni c al r e p e at s f or e a c h c o m bi n ati o n.   
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O v er vi e w of J a C o P s ( B olt e, 2 0 0 6) a n al y si s m et h o d s e v al u at e d ( Fi g ur e 3. 9). P e ar s o n’ s 

c o effi ci e nt al o n g si d e M 1/ M 2 a p p e ar t o b e t h e m o st u s ef ul i n di sti n g ui s hi n g b et w e e n 

t h e t w o m ar k er c o n diti o n s. I niti al r e s ult s w er e pr o mi si n g, i s s u e s w er e pr e s e nt i n t hi s 

m et h o d’ s a bilit y t o di s cri mi n at e  b et w e e n m ar k er c o m bi n ati o n s. F urt h er li mit ati o n s w er e 

pr e s e nt i n st a n d ar di zi n g t h e a n al y si s t o f a cilit at e a s y st e m ati c d at a a n al y si s pi p eli n e. 

I n di sti n g ui s hi n g t h e m ar k er c o ntr ol s b et w e e n t w o c o m bi n ati o n s wit h di sti n ctl y diff er e nt 

l o c ali s ati o n ( c o m pl et e c o-l o c ali s ati o n a n d c o m pl et e s e p ar ati o n) t h er e w a s o nl y a s u btl e 

diff er e n c e i n o ut p ut s o bt ai n e d  t h at h a d s u b st a nti al v ari ati o n b et w e e n s a m pl e s. A s 

t h e s e m ar k er c o m bi n ati o n s r e pr e s e nt e d t h e m o st di sti n ct diff er e n c e s i n l o c ali s ati o n, 

f ail ur e t o cl e arl y di sti n g ui s h t h e m w a s n ot pr o mi si n g f or f ut ur e a n al y si s o n m or e s u btl e 

diff er e n c e s i n l o c ali s ati o n. E x i sti n g r e s e ar c h i n di c at e d a p arti al o v erl a p w a s li k el y t o 

o c c ur i n ci d e nt all y w h e n i n v e sti g ati n g fl u or e s c e nt pr ot ei n -gl y c o s yl ati o n e n z y m e f u si o n 

l o c ali s ati o n ( S c h o b er er et al., 2 0 1 1, S ai nt-J or e -D u p a s et al., 2 0 0 6) a n d s o a n y 

m et h o d ol o g y w o ul d n e e d t o b e a bl e t o si g nifi c a ntl y di s cri mi n at e b et w e e n 

c o m bi n ati o n s. M or e pr o bl e m ati c w a s r eli a bl y t hr e s h ol di n g t h e a n al y si s, wit h c h a n g e s 

i n t h e i niti al t hr e s h ol di n g si g nifi c a ntl y aff e cti n g t h e o ut p ut, a n d n ot e a sil y st a n d ar di z e d 

b y J a C o P. T h e d ef a ult t hr e s h ol d v al u e s a s si g n e d b y t h e pl u gi n v ari e d si g nifi c a ntl y 

d e p e n di n g o n fl u or e s c e nt i nt e n sit y of t h e s a m pl e, m a ki n g it diffi c ult t o st a n d ar di z e 

s y st e m ati c all y. M a n u al t hr e s h ol di n g f or e a c h G ol gi w a s a n o pti o n b ut w a s ti m e 

c o n s u mi n g a n d i ntr o d u c e d gr e at er h u m a n err or a n d bi a s, wit h s p e cifi c J a C o P s 

f u n cti o n s r e q uiri n g s uit a bl e t hr e s h ol di n g t o f u n cti o n eff e cti v el y. A p pl yi n g C o st e s’ 

a ut o m ati c t hr e s h ol di n g w a s o n e a p pr o a c h t h at w a s h el pf ul i n str e a mli ni n g a n al y si s, 

h o w e v er r e s ult s d eri v e d fr o m t hi s w er e n ot n e c e s s aril y r eli a bl e b et w e e n m ar k er 

c o n diti o n s. I n a d diti o n, t h e ti m e t a k e n t o a n al y s e a  si n gl e G ol gi t hr o u g h t hi s pr o c e s s 

w o ul d n ot h a v e b e e n f e a si bl e a cr o s s a l ar g e d at a s et. T hi s w a s a m et h o d r e q uir e m e nt 

u s e d i n or d er t o a c c o u nt f or v ari ati o n o c c urri n g fr o m c oll e ct e d d at a of G ol gi i n m oti o n, 

i n a d diti o n t o bi ol o gi c al v ari ati o n b et w e e n s a m ple s.  
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Fi g ur e 3. 9: S u m m ar y J a C o P o ut p ut s f or r e pr e s e nt ati v e m ar k er c o ntr ol wit h C o st e s’ a ut o m ati c 

t hr e s h ol di n g. 

S u m m ar y of p o s si bl e J a C o P o ut p ut s f or t h e t e st m ar k er c o n diti o n s f or c o -l o c ali s ati o n ( M N S 1-M N S 1, 

gr e e n) a n d s e p ar ati o n b et w e e n ci st er n a e ( M N S 1 -S T, bl u e). C o st e s’ t hr e s h ol di n g a p pli e d. D at a s et fr o m 

R e pr e s e nt ati v e G ol gi, r e s ult s fr o m n = 1 G ol gi bi ol o gi c al r e p e at s p er c o n diti o n a n d > 3 t e c h ni c al r e p e at s 

f or e a c h c o m bi n ati o n.   
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3. 3. 2 C o -l o c ali s ati o n b y di st a n c e b et w e e n p e a k s  

I n t a n d e m wit h t h e w or k o n att e m pti n g c o-l o c ali s ati o n b y J a C o P s ( B olt e, 2 0 0 6), a 

diff er e nt a p pr o a c h w a s t e st e d b a s e d o n m e a s uri n g fl u or e s c e nt i nt e n sit y a cr o s s li n e 

pr ofil e s a n d d et er mi ni n g t h e di st a n c e s b et w e e n p e a k i nt e n siti e s of e a c h c h a n n el. A s 

si d e -pr ofil e G ol gi e n a bl e vi e w of ci st er n a e l o c ali s ati o n of fl u or e s c e nt m ar k er s, it w a s 

t h e ori z e d t h at it w o ul d b e p o s si bl e t o d et er mi n e d e gr e e of s e par ati o n or c o -l o c ali s ati o n 

a cr o s s t h e G ol gi b a s e d o n t h e di st a n c e b et w e e n t h e p e a k s of fl u or e s c e nt i nt e n sit y 

b et w e e n e a c h c h a n n el. W hil e t h er e ar e n o si g nifi c a nt g a p s i d e ntifi e d b et w e e n 

ci st er n a e , t hi s s u p p ort s t h e d e s cri pti o n of l o c ali s ati o n of e n d o g e n o u s gl y c o s yl ati o n 

e n z y m e s i n lit er at ur e a s n o n -u nif or m , o c c urri n g  i n o v erl a p pi n g gr a di e nt s wit h ot h er 

e n z y m e s ( S c h o b er er et al., 2 0 1 1).  I n t hi s m a n n er p e a k a n al y si s w o ul d pr o vi d e t h e 

l o c ali s ati o n of gr e at e st i nt e n sit y of e a c h m ar k er or e n z y m e i ntr o d u c e d, or at mi ni m u m 

a s m all c o m p ar ati v e r a n g e of di stri b uti o n.  A n a d v a nt a g e of t hi s t e c h ni q u e i s t h at t h e 

fl u or e s c e nt i nt e n sit y of e a c h c h a n n el d o e s n ot si g nifi c a ntl y i m p a ct t h e o ut p ut, a n d s o 

t hr e s h ol di n g t h e a n al y si s or st oi c hi o m etr y of e a c h fl u or e s c e nt c o n str u ct’ s e x pr e s si o n 

i s n ot a n i s s u e i n t h e s a m e m a n n er a s it h a d b e e n f or J a C o P s.   
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Fi g ur e 3. 1 0: C o n c e pt u al o v er vi e w of di st a n c e b et w e e n p e a k s pr o c e s s f or fl u or e s c e nt pr ot ei n s u b -G ol gi 

l o c ali s ati o n a n al y si s 

A) D N A i n s ert s f or pr ot ei n e x pr e s si o n t o g e n er at e B) fl u or e s c e ntl y t a g g e d G ol gi m ar k er s a s si n gl e or 

p air e d c o m bi n ati o n s ( b y s elf -cl e a vi n g p e pti d e s), fl u or e s c e ntl y t a g g e d H u G E c o n str u ct s ( bl u e). C) 

A gr o b a ct eri u m -m e di at e d e x pr e s si o n of p air s / tri pl et s of c o n str u ct s i n m at ur e pl a nt ti s s u e. D) Ci st er n a e -

s p e cifi c e x pr e s si o n of m ar k er s ( gr e e n a n d r e d i n t hi s i n st a n c e) u s e d t o d et er mi n e di st a n c e a cr o s s G ol gi 

b o d y ci st er n a e or c o m p ar e d wit h H u G E l o c ali s ati o n. E) E x a m pl e li n e pr ofil e d at a a cr o s s G ol gi b o d y 

g e n er at e d.  

 

T hi s a p pr o a c h w a s i niti all y e v al u at e d u si n g t h e Fiji li n e pr ofil e utilit y ( S c hi n d eli n et al., 

2 0 1 2) a n d c o n d u ct e d a cr o s s r e pr e s e nt ati v e G ol gi b o di e s f or t h e s a m e m ar k er 

c o n diti o n s a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d ( Fi g ur e s 3. 5 -3. 9). T h e s e w er e M N S 1 -e G F P + S T -

m R F P a s e x a m pl e of a m a xi m u m s e p ar ati o n b et w e e n t h e ci s - t o tr a n s-G ol gi ci st er n a e, 

M N S 1 -e G F P + M N S 1 -m R F P a s mi ni m u m s e p ar ati o n f or l o c ali s ati o n wit hi n t h e s a m e 

ci st er n a e. T o p erf or m wit h s uit a bl e si d e pr ofil e G ol gi, a li n e w a s dr a w n p er p e n di c ul ar 

t o t h e s el e ct e d G ol gi b o d y ( Fi g ur e 3. 1 1) t o g e n er at e a li n e i nt e n sit y pr ofil e of t h e t w o 

c h a n n el s.  
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T hi s pr o c e s s e a sil y di sti n g ui s h e d t h e s e p ar ati o n of t h e m ar k er s a n d g a v e a cl e ar 

o ut p ut b a s e d o n p h y si c al di st a n c e a cr o s s t h e G ol gi of t h e t w o m ar k er s, wit h a si n gl e 

e a sil y i nt er pr et e d m etri c of di st a n c e wit h w hi c h t o c o m p ar e r e s ult s b et w e e n m ar k er 

a n d H u G E c o m bi n ati o n s . T hi s a p pr o a c h w a s s el e ct e d f or c o-l o c ali s ati o n a n al y si s a s it 

q ui c kl y g a v e i nt er pr et a bl e d at a c o n si st e ntl y a cr o s s m ulti pl e G ol gi, di d n ot r e q uir e a n y 

c o n si d er ati o n s f or diff er e n c e s i n t hr e s h ol d i nt e n sit y. T hi s c o ul d b e r a pi dl y a n d 

s y st e m ati c all y c o n d u ct e d t o g e n er at e a v er a g e s fr o m l ar g er d at a s et s of G ol gi, 

pr o vi di n g r eli a bl e d at a f or c o -l o c ali s ati o n a n al y si s i n t hi s i n st a n c e.  

 

 

Fi g ur e 3. 1 1: W or kfl o w pr o c e s s i m a g e wit h G UI f or u s e of li n e pr ofil e utilit y f or Fiji. S T -m R F P 

( m a g e nt a/r e d) a n d M N S 1-e G F P ( gr e e n) m ar k er i m a g e u s e d a s a r e pr e s e nt ati v e e x a m pl e.   
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T hi s pr o c e s s w a s o pti mi s e d a n d st a n d ar di z e d t o m a k e a d at a a n al y si s pi p eli n e f or u s e 

i n d et er mi ni n g H u G E l o c ali s ati o n wit h c o m p ari s o n t o k n o w n pl a nt G ol gi b o d y m ar k er s. 

Z E N bl u e s oft w ar e ( Z EI S S Z E N Mi cr o s c o p y S oft w ar e R RI D: S C R _ 0 1 3 6 7 2; v er si o n 

3. 5. 0 9 3. 0 0 0 0)  w a s l at er u s e d i n t h e s a m e m a n n er t o g e n er at e a li n e i nt e n sit y pr ofil e 

( Fi g ur e 3. 1 2) of c h a n n el s a s it pr o vi d e d b ett er d at a e x p ort o pti o n s.  

 

 

Fi g ur e 3. 1 2: E x a m pl e o ut p ut s of li n e pr ofil e a n al y si s f or M N S 1 -e G F P + S T -m R F P  

A) E x a m pl e c o nf o c al i m a g e of si d e pr ofil e G ol gi wit h li n e pr ofil e dr a w n. B) O ut p ut of li n e i nt e n sit y 

a n al y si s fr o m Z E N bl u e f or li n e dr a w n, S T -m R F P ( m a g e nt a) a n d M N S 1 -e G F P ( gr e e n). Si z e b ar s = 1  

µ m.  

T h e fl u or e s c e n c e  i nt e n sit y of e a c h c h a n n el w a s c oll e ct e d a cr o s s t h e di st a n c e of t h e 

li n e pr ofil e f or e a c h G ol gi b o d y a n al y s e d ( Fi g ur e 3. 1 3), wit h t h e d at a b ei n g u s e d t o 

d et er mi n e t h e m a xi m u m p e a k i nt e n sit y of e a c h r e s p e cti v e c h a n n el ( Fi g ur e 3. 1 3, r e d 

a n d gr e e n arr o w s). T h e di st a n c e v al u e b et w e e n t h e t w o p e a k s i n n m ( Fi g ur e 3. 1 3, 

bl u e arr o w s) w a s r e c or d e d. T h e d at a f or e a c h G ol gi a n al y s e d w a s e x p ort e d a s a . C S V 

fil e a n d a c c e s s e d i n Mi cr o s oft E x c el t o c al c ul at e a v er a g e s a n d st a n d ar d d e vi ati o n s f or 

e a c h c o m bi n ati o n. F or t e st d at a t hi s w a s p erf or m e d m a n u all y. E a c h E x c el pr o d u c e d 

f or a n i n di vi d u all y a s s e s s e d G ol gi w a s o p e n e d, t h e di st a n c e at w hi c h e a c h c h a n n el’ s 

p e a k o c c ur s r e c or d e d ( Fi g ur e 3. 1 3, bl u e arr o w s). T h e l ar g er v al u e s u btr a ct e d fr o m t h e 

s m all er t o gi v e t h e di st a n c e b et w e e n t h e t w o p e a k s, a n d t h e pr o c e s s r e p e at e d f or e a c h 

G ol gi a n al y s e d. T hi s w a s t h e n a v er a g e d i n E x c el t o pr o d u c e a m e a n a n d st a n d ar d 

d e vi ati o n f or e a c h c o m bi n ati o n. T hi s  pr o c e s s w a s l a b o ur a n d ti m e i nt e n si v e, a n d o nl y 

c o n d u ct e d m a n u all y f or  t h e t e st d at a s et. W h e n di st a n c e b et w e e n p e a k s w a s d e ci d e d 

a s t h e m o st pr o mi si n g m et h o d of c o -l o c ali s ati o n, t hi s pr o c e s s w a s a ut o m at e d b y a 

P yt h o n s cri pt, t h e pr o c e s s of w hi c h i s l at er d e s cri b e d.  

A)                                       B)
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Fi g ur e 3. 1 3:  E x a m pl e d at a o ut p ut of li n e pr ofil e s i n Z E N bl u e, arr o w s a d d e d f or ill u str ati o n.  

E x a m pl e li n e pr ofil e o ut p ut s h o w n. M a xi m u m fl u or e s c e nt i nt e n sit y of c h a n n el 1 (r e d arr o w) a n d 

m a xi m u m of c h a n n el 2 ( gr e e n arr o w) i n di c at e d, wit h t h e di st a n c e s e p ar ati n g t h e t w o p e a k s al o n g t h e 

li n e i nt e n sit y pr ofil e i n di c at e d ( bl u e arr o w s).  
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U si n g t hi s a p pr o a c h, a t e st d at a s et w a s c oll e ct e d u si n g t h e pr e vi o u s m ar k er c o n diti o n s 

( Fi g ur e 3. 1 4). T h e d at a s et a n al y si s w a s p erf or m e d o n si d e -pr ofil e G ol gi e x pr e s si n g t h e 

m ar k er c o m bi n ati o n M N S 1 -e G F P + M N S 1 -m R F P t o pr o vi d e a c o m p ari s o n f or t h e 

mi ni m u m s e p ar ati o n a n d m a xi m u m c o -l o c ali s ati o n p o s si bl e b et w e e n t w o m ar k er s. 

T hi s pr o vi d e s a c o ntr ol v al u e f or c o -l o c ali s ati o n of e x pr e s si o n wit hi n t h e s a m e 

ci st er n a e of t h e pl a nt G ol gi. Si mil arl y, q u a ntifi c ati o n of a d at a s et f or M N S 1 -e G F P + 

S T -m R F P pr o vi d e d a c o ntr ol d at a s et f or m a xi m u m s e p ar ati o n a n d mi ni m u m c o -

l o c ali s ati o n b et w e e n m o st t h e di st a nt G ol gi ci st er n a e (ci s - t o tr a n s-G ol gi). T h e s e t w o 

m ar k er c o m bi n ati o n s s er v e d a s c o ntr ol s f or s u b -G ol gi c o -l o c ali s ati o n a n al y si s, a n d 

a n y a n al y si s m et h o d ol o g y ulti m at el y w o ul d n e e d t o r eli a bl y q u a ntif y a n d diff er e nti at e 

b et w e e n t h e m. T h e r ati o n al e f or s u c h  b ei n g t h at H u G E s w er e u nli k el y t o b e s o cl e arl y 

d efi n e d i n e x pr e s si o n a s t h e m ar k er s.  

 

P e a k di st a n c e a n al y si s f or t h e t e st d at a s et ( Fi g ur e 3. 1 4) w a s a bl e t o si g nifi c a ntl y 

di sti n g ui s h b et w e e n t h e t w o m ar k er c o n diti o n s. A v er a g e di st a n c e v al u e s of t h e 

l o c ali s ati o n off s et M N S 1 -e G F P + S T -m R F P w er e 1 2 1. 3 ± 1 1. 7 n m. F or o v erl a p 

c o n diti o n s M N S 1 -e G F P + M N S 1 -m R F P t h e d at a s et a v er a g e w a s 1 6. 2 ± 1 0. 5 n m. 

T h e s e w er e di sti n ctl y s e p ar at e d i n t er m s of di st a n c e b et w e e n p e a k s i n a st ati sti c all y 

si g nifi c a nt m a n n er. I n c o m p ari s o n t o a n al y si s of t h e s a m e m ar k er c o n diti o n s u si n g 

J a C O P s ( Fi g ur e 3. 9) t hi s m et h o d ol o g y w a s a bl e t o g e n er at e a m or e pr e ci s e di sti n cti o n 

b et w e e n c o n diti o n s.  

 

R e s ult s of t h e r e st d at a s et a n al y si s i n di c at e d p e a k di st a n c e i n Z E N w a s t h e m o st 

a p pr o pri at e m et h o d ol o g y f or a n al y si n g t h e s u b or g a n ell ar l o c ali s ati o n of H u G E s wit h 

m ar k er c o ntr ol s i n t h e pl a nt G ol gi b o d y. T h e m et h o d ol o g y h a d  s et b a s eli n e v al u e s f or 

m a xi m u m a n d mi ni m u m di st a n c e s a cr o s s t h e G ol gi. A d diti o n all y, i n t hi s i n st a n c e 

di st a n c e b et w e e n p e a k s a n al y si s w a s  f a st er a n d e a si er t o r e p e at t h a n J a C o P s ( B olt e 

et al., 2 0 0 6) a n d m or e r e a dil y l e nt it s elf t o u s e i n l ar g er d at a s et s i nt e n d e d.   
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Fi g ur e 3. 1 4: Di st a n c e b et w e e n p e a k s a n al y si s f or fl u or e s c e nt pr ot ei n m ar k er c o m bi n ati o n s M N S 1 -

e G F P + M N S 1 -m R F P a n d M N S 1 -e G F P + S T -m R F P.  

P e a k di st a n c e gr a p h s s h o wi n g c o -l o c ali s ati o n a n al y si s f or o v erl a p of l o c ali s ati o n M N S 1-e G F P + M N S 1 -

m R F P a n d off s et of l o c ali s ati o n M N S 1 -e G F P + S T -m R F P, r e s p e cti v el y. M ar k er s M N S 1 -e G F P ( ci s -

G ol gi ci st er n a e t ar g eti n g) a n d S T -m R F P ( tr a n s-G ol gi ci st er n a e t ar g eti n g).  R e s ult s s h o w n fr o m n = 3 

bi ol o gi c al r e pli c a s a n d > 2 8 t e c h ni c al r e p e at s f or e a c h c o m bi n ati o n.  
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M o difi c ati o n s w er e m a d e t o o pti mi z e t hi s pr o c e s s t o t h e t hr o u g h p ut n e c e s s ar y a n d t o 

i m pr o v e pr e ci si o n i n t h e m a n n er d at a w a s pr o c e s s e d. T o g e n er at e t h e a n al y si s fr o m 

t h e t e st d at a s et ( Fi g ur e 3. 1 4) t h e v al u e s f or di st a n c e b et w e e n p e a k s f or e a c h G ol gi 

h a d t o b e i n di vi d u all y c al c ul at e d fr o m Z E N o ut p ut ( Fi g ur e 3. 1 5) i n E x c el. T hi s pr o c e s s 

w a s ti m e c o n s u mi n g a n d err or pr o n e pr o c e s s a n d w a s l at er a ut o m at e d b y u s e of a 

P yt h o n s cri pt.  

 

 

Fi g ur e 3. 1 5: E x a m pl e s cr e e n s h ot of a d at a o ut p ut s u b s et fr o m P yt h o n r e p ort f or M N S 1 -e G F P + M N S 1 -

m R F P.  

E a c h r o w pr o vi d e s a si n gl e G ol gi b o d y li n e pr ofil e a n al y si s fr o m o n e c o m bi n ati o n s h o wi n g m a xi m u m 

i nt e n siti e s a n d t h e di st a n c e b et w e e n t h e m, pr o c e s s e d b y u s e of a P yt h o n s cri pt ( Fi g ur e 3. 1 6). T a bl e 

c al c ul at e s m e a n a n d st a n d ar d d e vi ati o n ( st d e v) b et w e e n t w o c o n diti o n s, Z E N d ef a ult pr o c e s si n g 

( c ol u m n O) or G a u s si a n fitt e d m e a s ur e m e nt s ( c ol u m n N).  
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T h e s cri pt i m pl e m e nt e d ( Fi g ur e 3. 1 6) e st a bli s h e d a pi p eli n e f or d at a a n al y si s, b ut h a d 

li mit ati o n s b a s e d o n o ut p ut f or m at of Z E N d at a ( Fi g ur e 3. 1 5) . D ef a ult li n e pr ofil e d at a 

c oll e ct e d fr o m  Z E N f or m at s di st a n c e m e a s ur e m e nt s b et w e e n t h e pi x el gri d s, l e a di n g 

t o a r e g ul ar b ut i m pr e ci s e s c al e f or m e a s uri n g di st a n c e t h at l a c k s s m all i n cr e m e nt s. 

E. g. cl o s e c o -l o c ali s ati o n s h a v e a di st a n c e b et w e e n p e a k s of eit h er 0 n m or ~ 1 7 n m 

wit h n o v al u e s b et w e e n ( Fi g ur e 3. 1 5, c ol u m n O) t h at r e d u c e d t h e r eli a bilit y of a n d 

a v er a g e s a n d c o n cl u si o n s g e n er at e d fr o m t hi s d at a. B y a d a pti n g t h e P yt h o n s cri pt t o 

fit d at a t o a G a u s si a n di stri b uti o n d uri n g pr o c e s si n g ( Fi g ur e 3. 1 5, c ol u m n N) t hi s 

pr e v e nt e d t h e d at a bi n ni n g o c c urri n g i n d ef a ult Z E N o ut p ut d at a. T hi s i n t ur n 

si g nifi c a ntl y d e cr e a s e d artifi ci al st a n d ar d v ari ati o n i n t h e r e s ult. T h e m o difi e d 

G a u s si a n -fitt e d d at a a n d t h e u n m o difi e d m a x di st a n c e d at a o ut p ut b y Z E N w a s 

re c or d e d si d e b y si d e i n t h e P yt h o n o ut p ut r e p ort t o c o m p ar e f or err or a n d f or 

tr a n s p ar e nt d at a h a n dli n g ( Fi g ur e 3. 1 5).  
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Fi g ur e 3. 1 6: E x a m pl e r u n of fi n al P yt h o n s cri pt f or p e a k di st a n c e c al c ul ati o n i n P y C h ar m G UI wi n d o w. 

F ull c o d e i n A p p e n di x 1.  

 

E xtr a cti n g p e a k di st a n c e v al u e s fr o m Z E N o ut p ut w a s a ut o m at e d t hr o u g h u s e of a 

P yt h o n s cri pt ( A p p e n di x 1,  wit h c o d e f or P yt h o n v er si o n 3. 9) t o q ui c kl y it er at e t hr o u g h 

t h e m ulti pl e . c s v fil e s g e n er at e d b y Z E N a n d o bt ai n v al u e s f or t h e di st a n c e b et w e e n 

p e a k s. T h e ori gi n al . c s v fil e s fr o m t h e i n di vi d u al G ol gi li n e pr ofil e s w o ul d b e pl a c e d i n 

a f ol d er, a c c e s s e d b y t h e s cri pt s e q u e nti all y, t h e m a xi m u m e x pr e s si o n i n e a c h c h a n n el 

d et er mi n e d a n d v al u e s f or di st a n c e b et w e e n p e a k s c al c ul at e d. T h e s e w o ul d t h e n b e 

writ t e n t o a fi n al . c s v fil e a s a r e p ort of t h e d at a pr o c e s s e d, fr o m w hi c h a v er a g e s a n d 

st a n d ar d d e vi ati o n s c o ul d b e c al c ul at e d.  
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A n al y si s r e s ult s of t h e s a m e G ol gi d at a s et w a s e x pr e s s e d i n b ot h Z E N d ef a ult o ut p ut 

a n d G a u s si a n -fitt e d v al u e s ( Fi g ur e 3. 1 7). A s t h e ori gi n al t e st d at a s et f or p e a k di st a n c e 

a n al y si s ( Fi g ur e 3. 1 4) w a s i n di vi d u all y c al c ul at e d i n E x c el t h e s a m e d at a s et of G ol gi 

pr ofil e s w a s r e u s e d b ut pr o c e s s e d b y P yt h o n s cri pt ( Fi g ur e 3. 1 7). T h e m e a n v al u e s 

f or c o-l o c ali s ati o n m ar k er c o n diti o n M N S 1-e G F P + M N S 1 -m R F P w er e n ot si g nifi c a ntl y 

diff er e nt b et w e e n t h e t w o o ut p ut s ( Z E N 1 6. 2 ± 1 0. 5 n m, G a u s si a n 2 0. 4 ± 4. 8 n m) 

h o w e v er t h e st a n d ar d d e vi ati o n w a s si g nifi c a ntl y r e d u c e d i n t h e G a u s si a n o ut p ut, li k el y 

d u e t o t h e i m pr e ci s e n at ur e of c o -l o c ali s ati o n d at a i n t h e Z E N o ut p ut. T h e v al u e s f or 

b ot h o ut p ut s f or s e p ar ati o n m ar k er c o n diti o n s M N S 1 -e G F P + S T -m R F P w er e al s o n ot 

si g nifi c a ntl y diff er e nt ( Z E N 1 2 1. 3 ± 1 1. 7 n m,  1 2 6. 6 ± 1 2. 3 n m) b ut di d n ot h a v e t h e 

diff er e n c e i n st a n d ar d d e vi ati o n a s w a s o b s er v e d i n t h e M N S 1 -e G F P + M N S 1 -m R F P 

m ar k er c o n diti o n. T h e r e s ult o bt ai n e d s u p p ort e d t h e u s e of a P yt h o n s cri pt t o a ut o m at e 

a n al y si s of G ol gi l i n e pr ofil e s, a s w ell a s t h e r ati o n al e f or u si n g G a u s si a n-fitt e d v al u e s 

f or r e p orti n g a n al y si s.  
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Fi g ur e 3. 1 7: G a u s si a n di stri b uti o n v s Z E N d ef a ult i n di st a n c e b et w e e n p e a k s a n al y si s f or  fl u or e s c e nt 

m ar k er c o ntr ol c o m bi n ati o n s  M N S 1 -e G F P + M N S 1 -m R F P a n d M N S 1 -e G F P + S T -m R F P.  

P e a k di st a n c e gr a p h s s h o wi n g c o -l o c ali s ati o n a n al y si s f or o v erl a p of l o c ali s ati o n M N S 1-e G F P + M N S 1 -

m R F P a n d off s et of l o c ali s ati o n M N S 1 -e G F P + S T -m R F P, r e s p e cti v el y. T h e s a m e d at a s et s h o w n wit h 

G a u s si a n fitti n g ( bl u e) or wit h ori gi n al Z E N d at a ( gr e e n). M ar k er s ar e M N S 1 -e G F P ( ci s -G ol gi ci st er n a e 

t ar g eti n g) a n d S T-m R F P ( tr a n s-G ol gi ci st er n a e t ar g eti n g).  R e s ult s s h o w n fr o m n = 3 bi ol o gi c al r e pli c a s 

a n d > 2 8 t e c h ni c al r e p e at s f or e a c h c o m bi n ati o n.  

 

T h e pr oj e ct s o f ar h a d e st a bli s h e d a m et h o d a n d a n al y si s pi p eli n e f or a n al y si n g t h e 

s u b -G ol gi l o c ali s ati o n of fl u or e s c e nt pr ot ei n c o n str u ct s a n d pr e s e nt r e s ult s ( Fi g ur e 

3. 1 8), wit h t h e i nt e nti o n t o u s e t h e s e t o ol s t o q u a ntif y H u G E l o c ali s ati o n t h at w a s 

h o p ef ull y ci st er n a e -s p e cifi c t o t h e m e di al -or tr a n s-G ol gi d e p e n di n g o n t h e i n di vi d u al 

H u G E. T h e t e st d at a s et a n al y s e d h a d pr o vi d e a m a xi m u m a n d mi ni m u m di st a n c e 

b et w e e n p e a k s t h at r efl e ct e d l o c ali s ati o n b et w e e n or wit hi n ci st er n a, w hi c h c o ul d a ct 

a s a g ui d eli n e f or s u b -or g a n ell ar H u G E l o c ali s ati o n a cr o s s t h e G ol gi b o d y.  
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Fi g ur e 3. 1 8: Pr e s e nt ati o n fi g ur e f or p e a k di st a n c e a n al y si s of t e st m ar k er d at a s et s.  

Li n e pr ofil e s f or fl u or e s c e nt i nt e n sit y a n al y si s a cr o s s a G ol gi b o d y, wit h k n o w n m ar k er s A) M N S 1 -

e G F P + S T -m R F P l o c ali s e d t o s e p ar at e G ol gi b o d y ci st er n a e t o d e m o n str at e t h e di st a n c e b et w e e n 

p e a k s, or B) M N S 1 -e G F P + M N S 1 -m R F P d o u bl e m ar k er s f or t h e s a m e G ol gi b o d y ci st er n a i n t w o 

c ol o ur s t o d e m o n str at e o v erl a p of e x pr e s si o n wit hi n o n e G ol gi b o d y ci st er n a.  C)  Fl u or e s c e nt 

mi cr o b e a d s ( Z EI S S) u s e d t o b a s eli n e t h e c o nfi g ur ati o n a n d pr o vi d e a c o ntr ol f or t h e mi ni m u m p o s si bl e 

s e p ar ati o n o b s er v a bl e i n o n e o bj e ct b et w e e n t w o c h a n n el s.  E x a m pl e c o nf o c al i m a g e s  a n d gr a p h s ar e 

r e pr e s e nt ati v e of f or t h e d at a s et. Si z e b ar s = 1  µ m.  
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3. 3. 3 N e w m a r k e r a n al y si s b y di st a n c e b et w e e n p e a k s  

A s a f urt h er pr o of of effi c a c y, a d at a s et w a s c oll e ct e d c o m p ari n g e xi sti n g G ol gi 

m ar k er s t o t h e l o c ali s ati o n of t w o s p e cifi c G ol gi m ar k er s pr o d u c e d f or t hi s pr oj e ct: 

M U R 3 -F P f or t h e M e di al -G ol gi a n d F U T 1 3 -F P f or t h e tr a n s-G ol gi ci st er n a e. Pl a nt a n d 

h u m a n G ol gi -r e si d e nt N-gl y c o s yl ati o n e n z y m e s ar e all t y p e II m e m br a n e pr ot ei n s, 

e a c h p o s s e s si n g at t h e N -t er mi n al r e gi o n a s h ort c yt o pl a s mi c d o m ai n, a 

tr a n s m e m br a n e d o m ai n, a n d a st e m r e gi o n ( C T S r e gi o n). T h e C T S r e gi o n pr o vi d e s 

s u b -G ol gi l o c ali s ati o n, off eri n g a n e x pl a n ati o n t o t h e n o n -u nif or m di stri b uti o n of 

gl y c o s yl ati o n e n z y m e s i n t h e G ol gi ( Uli a n a et al., 2 0 0 6; S c h o b er er et al., 2 0 1 1). 

E xi sti n g G ol gi m ar k er s ar e b a s e d o n t h e pr e mi s e of u si n g a C T S d o m ai n p air e d wit h 

a fl u or e s c e nt pr ot ei n t o c a u s e ci st er n a e s p e cifi c l o c ali s ati o n of t h e fl u or e s c e nt pr ot ei n 

(Li e b mi n g er et al., 2 0 0 9; R u ni o n s et al., 2 0 0 6). N e w m ar k er s w er e d e si g n e d wit h pl a nt 

s p e cifi c C T S d o m ai n s M U R 3, F U T 1 3  ( Fi g ur e 3. 1 9) t o  pr o vi d e ci st er n a e s p e cifi c 

l o c ali s ati o n a s a c o m p ari s o n t o e xi sti n g G ol gi b o d y m ar k er s ( S c h o b er er et al., 2 0 1 9) 

a n d pr o vi d e a r eli a bl e m e di al -G ol gi m ar k er.  
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Fi g ur e  3. 1 9 : S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n f or t h e pr ot ei n e n gi n e eri n g of ci st er n a e -s p e cifi c m ar k er s fr o m 

C T S f u si o n s. C o n str u ct s o utli ni n g d o m ai n s w a p s b et w e e n  pl a nt C T S d o m ai n s  a n d fl u or e s c e nt 

pr ot ei n s fr o m e n d o g e n o u s pl a nt gl y c o s yl ati o n e n z y m e s M U R 3 a n d F U T 1 3 . 

 

W e a n al y s e d t h e C T S d o m ai n s of M U R 3 a n d F U T 1 3 f u s e d t o fl u or e s c e nt pr ot ei n s 

( M U R 3-C T S -e G F P a n d F U T 1 3 -C T S -e G F P; Fi g ur e 3. 2 0 ). F U T 1 3-C T S -e G F P c o -

l o c ali s e d wit h S T-e G F P ( di st a n c e b et w e e n m a xi m u m fl u or e s c e nt i nt e n siti e s of 2 1. 0 ± 

1 4. 6 n m) b ut n ot wit h M N S 1 -e G F P (di st a n c e b et w e e n m a xi m u m fl u or e s c e nt i nt e n siti e s 

of 1 6 0. 4 ± 2 4. 8 n m; st ati sti c all y si g nifi c a nt wit h p < 0. 0 0 1) . T h e di st a n c e b et w e e n 

m a xi m u m fl u or e s c e nt i nt e n siti e s b et w e e n M U R 3 -C T S -e G F P a n d S T -e G F P  w a s 8 0. 9 

± 1 9. 2 n m. T h e di st a n c e b et w e e n m a xi m u m fl u or e s c e nt i nt e n siti e s b et w e e n M U R 3 -

C T S -e G F P a n d M N S 1 -e G F P w a s 1 4 5. 5 ± 3 4. 9 n m ( st ati sti c all y si g nifi c a nt wit h p < 

0. 0 0 1) . T hi s d at a i s of i nt er e st, a s M U R 3 -C T S i s l e s s cl o s el y ali g n e d wit h S T t h a n 

F U T 1 3 -C T S. T hi s i n di c at e s a m e a s ur a bl e s e p ar ati o n b et w e e n all t hr e e G ol gi ci st er n a e 

b ut al s o c o nfir m s S T i s  m or e s p e cifi c all y  a tr a n s-G ol gi m ar k er ( L o o s et al., 2 0 1 4). 

O v er all, t h e d at a s h o w e d t h at t h e g e n er at e d m ar k er s a p p e ar eff e cti v e i n t er m s of 

l o c ali s ati o n c o m p ar e d t o e xi sti n g G ol gi m ar k er s, a n d t h at G ol gi ci st er n a e l o c ali s ati o n 

i s i n d e e d d e p e n d e nt o n t h e C T S d o m ai n. T hi s v ali d at e s t h e u s e f or M U R 3 a n d F U T 1 3 

f or ci st er na e -s p e cifi c t a r g eti n g wit hi n t h e pl a nt G ol gi. 
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Fi g ur e 3. 2 0 : P e a k di st a n c e a n al y si s f or fl u or e s c e nt pr ot ei n c o n str u ct s wit h C T S d o m ai n o nl y ( M U R 3 -

C T S a n d F U T 1 3 -C T S).  

P e a k di st a n c e a n al y si s gr a p h s s h o wi n g c o -l o c ali s ati o n a n al y si s f or M U R 3-C T S -m R F P a n d F U T 1 3 -

C T S -m R F P, r e s p e cti v el y, wit h t h e m ar k er s M N S 1 -e G F P ( ci s -G ol gi ci st er n a e, or a n g e) a n d S T -e G F P 

(tr a n s-G ol gi ci st er n a e, pi n k).  R e s ult s s h o w n fr o m n = 3 bi ol o gi c al r e pli c a s a n d > 2 8 t e c h ni c al r e p e at s f or 

e a c h c o m bi n ati o n. Si g nifi c a n c e w a s a n al y s e d b y Kr u s k al -W alli s (* ** p < 0. 0 0 1).  
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3. 3. 4 D e si g ni n g s elf -cl e a vi n g p e pti d e s f or d u al m a r k e r c o n str u ct s  

L o c ali s ati o n a n al y si s f or t hi s pr oj e ct w o ul d b e b a s e d o n t h e c o m p ari s o n of 

fl u or e s c e ntl y t a g g e d H u G E s wit h k n o w n, ci st er n a e-s p e cifi c m ar k er s f or t h e pl a nt G ol gi 

b o d y. T o t hi s e n d, t h e s el e cti o n of fl u or o p h or e s a n d t h eir c o m bi n ati o n s w a s k e y t o 

r eli a bl e a n d eff e cti v e a n al y si s. C o nf o c al mi cr o s c o p y t e c h ni q u e s u si n g m ulti pl e 

fl u or o p h or e s r e q uir e c o n si d er ati o n of t h e c o v er a g e, i nt e n sit y a n d st oi c hi o m etr y of 

fl u or e s c e nt pr ot ei n c o n str u ct s o b s er v e d. T h e m et h o d of c o-l o c ali s ati o n f or fl u or e s c e nt 

pr ot ei n s i n v e sti g at e d di d n ot r e q uir e fl u or e s c e nt i nt e n sit y b et w e e n c h a n n el s t o b e 

e q ui v al e nt, o nl y a s uit a bl y cl e ar si g n al w a s r e q uir e d.  I n v e sti g ati o n of l o c ali s ati o n w a s 

m a d e b et w e e n str u ct ur e s i n cl o s e pr o xi mit y ( < 2  µ m ) ( R o bi n s o n et al., 2 0 20) a n d s o 

fl u or o p h or e c o m bi n ati o n s w er e s el e ct e d f or mi ni m u m o v erl a p i n e mi s si o n w a v el e n gt h 

t o pr e v e nt si g n al cr o s s o v er or bl e e d t hr o u g h b et w e e n c h a n n el s.  

 

S u b -G ol gi l o c ali s ati o n of H u G E s c a n b e a s s e s s e d b y dir e ct c o m p ari s o n wit h o n e 

m ar k er s p e cifi c t o G ol gi ci st er n a  ( Fi g ur e 3. 2 0). L o c ali s ati o n w a s i niti all y i n v e sti g at e d 

wit h t w o -c ol o ur c o nf o c al of i n di vi d u al t a g g e d H u G E pr ot ei n s a n d eit h er a ci s - or tr a n s-

G ol gi m ar k er ( M N S 1 or S T r e s p e cti v el y) f or c o -l o c ali s ati o n a n al y si s. A n i n cr e m e nt al 

i m pr o v e m e nt t o t hi s a p pr o a c h w o ul d b e c o m p ari s o n of H u G E s wit h m ulti pl e ci st er n a e-

s p e cifi c m ar k er s si m ult a n e o u sl y i. e. a ci s - a n d tr a n s-G ol gi m ar k er. T hi s w o ul d pr o d u c e 

3 -c ol o ur G ol gi wit h b ot h e n d m o st ci st er n a e l a b ell e d, f a cilit ati n g c o m p ar ati v e a n al y si s 

of a H u G E wit h t w o r ef er e n c e ci st er n a e l a b ell e d b y G ol gi m ar k er s i. e. di st a n c e fr o m 

ci s - a n d fr o m tr a n s-G ol gi. H o w e v er,  c o -tr a n sf or m ati o n of m ulti pl e g e n e s b y st a c ki n g 

u n d er m ulti pl e pr o m ot er s c a n l e a d t o sil e n ci n g, i m b al a n c e d st oi c hi o m etr y or p o or 

e x pr e s si o n of d o w n str e a m c a s s ett e s ( S p at ol a R o s si et al., 2 0 2 3). S elf -cl e a vi n g 

p e pti d e s w er e i n v e sti g at e d a s a n alt er n ati v e e x p r e s si o n str at e g y t o cir c u m v e nt t h e s e 

i s s u e s ( R y a n et al., 1 9 9 4).  
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U s e of s elf -cl e a vi n g p e pti d e s w a s i n v e sti g at e d f or si m ult a n e o u s e x pr e s si o n of 

m ulti pl e ci st er n a e -s p e cifi c G ol gi m ar k er pr ot ei n s f or di st a n c e b et w e e n p e a k s 

a n al y si s ( Fi g ur e 3. 2 1 ). S elf -cl e a vi n g p e pti d e s ar e s h ort a mi n o a ci d s e q u e n c e s of 

vir al ori gi n t h at r e s ult i n pr ot ei n s e p ar ati o n at t h e p e n ulti m at e b o n d p o siti o n i n t h e 

s e q u e n c e d uri n g tr a n sl ati o n of p ol y pr ot ei n s ( S z y m c z a k & Vi g n ali, 2 0 0 5).  T hi s c a u s e s 

pr ot ei n tr a n sl ati o n i n o n e fr a m e, b ut s e p ar ati o n of p ol y pr ot ei n t o pr o d u c e m ulti pl e 

p ol y p e pti d e s i n e q u a l st oi c hi o m etr y, wit h v ar yi n g effi ci e n ci e s f or diff er e nt 2 A 

s e q u e n c e s e m pl o y e d i n b uil di n g l ar g er m ulti pl e s u b u nit e x pr e s si o n c a s s ett e s ( W a n g 

et al., 2 0 1 5;  Z h a n g et al. 2 0 1 7 ). T hi s e n a bl e s s e p ar at e e x pr e s si o n of m ulti pl e g e n e s 

u n d er t h e s a m e pr o m ot er off t h e s a m e pl a s mi d i n o n e o p e n r e a di n g fr a m e, w hil e 

m ai nt ai ni n g e x pr e s si o n l e v el s.  

 

 

Fi g ur e 3. 2 1 : O v er vi e w of di st a n c e b et w e e n p e a k s m et h o d f or fl u or e s c e nt pr ot ei n s u b-G ol gi l o c ali s ati o n 

u si n g s elf -cl e a vi n g m ar k er s  

A) Si n gl e h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e ( H u G E) pr ot ei n a n d s elf -cl e a vi n g m ar k er i n s ert s f or pl a nt 

e x pr e s si o n t o g e n er at e B) Fl u or e s c e ntl y t a g g e d H u G E c o n str u ct ( bl u e) a n d fl u or e s c e ntl y t a g g e d 

i n di vi d u al G ol gi m ar k er s ( gr e e n a n d r e d) e x pr e s s e d i n fi x e d st oi c hio m etr y b y s elf -cl e a vi n g p e pti d e. C) 

P air e d a gr o b a ct eri u m m e di at e d e x pr e s si o n of c o n str u ct s i n m at ur e pl a nt ti s s u e. D) Ci s - or tr a n s-G ol gi 

l u m e n al e x pr e s si o n of ci st er n a e s p e cfi c m ar k er s ( gr e e n a n d r e d) u s e d t o d et er mi n e di st a n c e fr o m H u G E 

l o c ali s ati o n ( bl u e). E) Li n e pr ofil e d at a a cr o s s G ol gi b o d y g e n er at e d a n d e x p ort e d t o u s e f or a n al y si s.  
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S elf -cl e a vi n g p e pti d e c o n str u ct s w er e a s s e m bl e d ( Fi g ur e 3. 2 2) c o nt ai ni n g t w o 

ci st er n a e -s p e cifi c G ol gi m ar k er s fl a n ki n g a p or ci n e  t e s c h o vir u s-1  vir al 2 A s elf -

cl e a vi n g s e q u e n c e ( s e e A p p e n di x 2  f or s e q u e n c e s) a s t hi s h a d a m o n g t h e hi g h e st 

cl e a v a g e effi ci e n ci e s ( W a n g et al., 2 0 1 5) . S u c c e s sf ul e x pr e s sio n of M N S 1 -S T 

( Fi g ur e 3. 2 2; A) w o ul d pr o vi d e ci s - a n d  tr a n s-G ol gi l o c ali s e d m ar k er e x pr e s si o n fr o m 

a si n gl e i n s ert, pr o vi di n g c o m p ari s o n b et w e e n eit h er e n d of t h e G ol gi. E x pr e s si o n of 

M U R 3 -F U T 1 3 ( Fi g ur e 3. 2 2 ; B) w oul d pr o vi d e m e di al - a n d  tr a n s-G ol gi l o c ali s e d 

m ar k er e x pr e s si o n fr o m a si n gl e i n s ert. T h e M U R 3 -F U T 1 3 i n s ert w a s d e si g n e d wit h 

a n a d diti o n al I nt ei n s elf -e x ci si n g d o m ai n, t o r e m o v e a d diti o n al  C -t er mi n al a mi n o 

a ci d s l eft o n u p str e a m pr ot ei n p o st 2 A p e pti d e m e di at e d cl e a v a g e  (Z h a n g et 

al. 2 0 1 7).  

All 2 A p e pti d e s c o nt ai n a C -t er mi n al s e q u e n c e a n d a si mil ar m o d e of a cti o n. 

Ri b o s o m e s ki p pi n g f a cilit at e s a br e a k i n tr a n sl ati o n ar o u n d t h e ~ 1 7 a a p o siti o n, t h e n 

c o nti n u e s tr a n sl ati o n of d o w n str e a m s e q u e n c e  ( D o n n ell y et al., 2 0 0 1). L e a vi n g ~ 1 7 

a mi n o a ci d r e si d u e s a d d e d t o C -t er mi n u s of pr ot ei n u p str e a m of t h e 2 A s u b u nit, a n d 

a si n gl e pr oli n e a d d e d t o N -t er mi n u s of d o w n str e a m pr ot ei n ( Li u et al., 2 0 1 7). Pr ot ei n 

e x pr e s s e s i n 1: 1 st oi c hi o m etr y m a k e s t hi s a p pr o a c h u s ef ul i n c o m p ari s o n of s e v er al 

m ar k er pr ot ei n s, a s t hi s pr o vi d e s e q ui v al e nt e x pr e s si o n l e v el s w hil e c o n s er vi n g 

t ar g eti n g m e c h a ni s m s ( S a m al o v a et al., 2 0 0 6). I nt ei n s ar e pr ot ei n i ntr o n s c a p a bl e of 

a ut o c at al yti c s pli ci n g fr o m h o st p ol y p e pti d e s t o g e n er at e s e p ar at e pr ot ei n s ( L e n n o n 

et al., 2 0 1 7;  D er b y s hir e et al., 1 9 9 7 ). A f u n cti o n al s y n er g y h er e i s i n cl u si o n of a n 

i nt ei n c a s s ett e u p str e a m of a 2 A s e q u e n c e ( Fi g ur e 3. 2 2; B). T hi s cr e at e s a n 

e x pr e s si o n c a s s ett e t h at cl e a v e s i nt o m ulti pl e pr ot ei n b y a cti vit y of t h e 2 A d o m ai n, 

b ut t h e i nt ei n s elf -e x ci s e s t o r e m o v e t h e a d diti o n al a mi n o a ci d s l eft b e hi n d b y t h e 

P 2 A d o m ai n o n t h e pr ot ei n u p str e a m of t h e 2 A s e q u e n c e.  
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Fi g ur e 3. 2 2 : E x a m pl e c o n str u cti o n of s elf-cl e a vi n g i n s ert s f or d u al m ar k er c o n str u ct s.  

A) M N S 1 -S T c o n str u ct d e si g n t o e x pr e s s a M N S 1 -m T a g B F P ci s -G ol gi m ar k er i n 1: 1 st oi c hi o m etr y wit h 

a S T -m R F P tr a n s-G ol gi m ar k er vi a a li n ki n g P 2 A s elf -cl e a vi n g s e q u e n c e. B) M U R 3 -F U T 1 3 c o n str u ct 

d e si g n t o e x pr e s s a M U R 3 -m T a g B F P m e di al -G ol gi m ar k er i n 1: 1 st oi c hi o m etr y wit h a F U T 1 3 -m R F P 

tr a n s-G ol gi m ar k er vi a a li n ki n g I nt ei n s elf -e x ci si n g s e q u e n c e a n d P 2 A s elf -cl e a vi n g s e q u e n c e. I n s ert s 

c ol o ur c o d e d b a s e d o n t ar g eti n g t o w ar d s ci s - ( Or a n g e), m e di al- ( P ur pl e) a n d tr a n s- ( m a g e nt a) G ol gi 

ci st er n a e.  

 

Si n gl e i n s ert e x pr e s si o n of t h e s elf -cl e a vi n g m ar k er M N S 1 -S T ( Fi g ur e 3. 2 3 ) r e s ult e d 

i n t w o-c ol o ur c o nf o c al di s pl a yi n g m R F P a n d m T a g B F P t h at w a s G ol gi -b o d y 

a s s o ci at e d.  T hi s w a s n ot dir e ctl y c o -l o c ali s e d, c o n si st e nt wit h l o c ali s ati o n f or k n o w n 

m ar k er s M N S 1 a n d S T. T hi s s u g g e st s s u c c e s sf ul e x pr e s si o n of t h e i n s ert a n d 

s u c c e s sf ul cl e a v a g e i nt o t w o di sti n ct fl u or e s c e nt pr ot ei n m ar k er s wit h s e p ar at e C T S -

dir e ct e d l o c ali s ati o n.  
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Fi g ur e 3. 2 3 : I n s ert d e si g n a n d c o nf o c al mi cr o s c o p y of ci s -/tr a n s-G ol gi m ar k er M N S 1 -S T e x pr e s si o n.  

Si n gl e i n s ert M N S 1 -S T c o n str u ct e x pr e s si n g  ci s -G ol gi m ar k er M N S 1 -m T a g B F P ( bl u e) al o n g si d e  tr a n s-

G ol gi m ar k er S T -m R F P vi a a li n ki n g P 2 A s elf -cl e a vi n g s e q u e n c e. R e pr e s e nt ati v e i m a g e s s h o w n.  Si z e 

b ar s = 1  µ m.  

 

Si mil arl y, si n gl e i n s ert e x pr e s si o n of t h e s elf -cl e a v i n g m ar k er M U R 3-F U T 1 3 ( Fi g ur e 

3. 2 4 ) r e s ult e d i n t w o-c ol o ur c o nf o c al di s pl a yi n g m R F P a n d m T a g B F P t h at w a s G ol gi -

b o d y a s s o ci at e d, b ut n ot dir e ctl y c o -l o c ali s e d. T hi s s u g g e st s s u c c e s sf ul e x pr e s si o n 

of t h e i n s ert a n d cl e a v a g e i nt o t w o di sti n ct fl u or e s c e nt pr ot ei n m ar k er s wit h s e p ar at e 

C T S -dir e ct e d l o c ali s ati o n, a n d v ali d at e s u s e of t h e M U R 3 a n d F U T 1 3 C T S d o m ai n s  

i n m e di al/tr a n s-G ol gi ci st er n a e t ar g eti n g m ar k er s.  
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Fi g ur e 3. 2 4 : I n s ert d e si g n a n d C o nf o c al mi cr o s c o p y of m e di al/tr a n s-G ol gi m ar k er M U R 3 -F U T 1 3 

e x pr e s si o n.  

Si n gl e i n s ert M U R 3 -F U T 1 3 c o n str u ct e x pr e s si n g  m e di al -G ol gi m ar k er M N S 1 -m T a g B F P ( bl u e) 

al o n g si d e  tr a n s-G ol gi m ar k er F U T 1 3 -m R F P vi a a li n ki n g P 2 A s elf -cl e a vi n g s e q u e n c e.  R e pr e s e nt ati v e 

i m a g e s ar e s h o w n. Si z e b ar s = 1  µ m.  

 

 

C o -e x pr e s si o n of t w o s e p ar at e a gr o b a ctri u m m e di at e d pl a s mi d s f or e xi sti n g m ar k er 

M N S 1 -e G F P al o n g si d e s elf -cl e a vi n g m ar k er M N S 1 -S T ( Fi g ur e 3. 2 5 ) r e s ult e d i n 

t hr e e-c ol o ur c o nf o c al fr o m t w o i n s ert s. T hi s s u g g e st s s u c c e s sf ul e x pr e s si o n of t h e 

i n s ert a n d cl e a v a g e i nt o t w o di sti n ct fl u or e s c e nt pr ot ei n m ar k er s wit h p arti all y 

o v erl a p pi n g C T S -dir e ct e d l o c ali s ati o n, a n d v ali d at e s si n gl e i n s ert st oi c hi o m et ri c 

e x pr e s si o n of e xi sti n g m ar k er s M N S 1 a n d S T vi a s elf -cl e a vi n g p e pti d e.  
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Fi g ur e 3. 2 5 : I n s ert d e si g n a n d c o nf o c al mi cr o s c o p y of ci s -/tr a n s-G ol gi m ar k er M N S 1 -S T i n 

c o m bi n ati o n wit h ci s -G ol gi m a k er M N S 1 -e G F P e x pr e s si o n.  

Si n gl e i n s ert M N S 1 -S T c o n str u ct e x pr e s si n g  ci s -G ol gi m ar k er M N S 1 -m T a g B F P ( bl u e) al o n g si d e  tr a n s-

G ol gi m ar k er S T -m R F P vi a a li n ki n g P 2 A s elf -cl e a vi n g s e q u e n c e. C o m bi n e d wit h s e p ar at e M N S 1 -e G F P 

m ar k er f or t hr e e -c ol o ur G ol gi b o d y l o c ali s ati o n wit h ci s -G ol gi c o -l o c ali s ati o n. R e pr e s e nt ati v e i m a g e s 

ar e s h o w n.  Si z e b ar s = 1  µ m.  

 

Si mil arl y, c o -e x pr e s si o n of t w o s e p ar at e a gr o b a ctri u m m e di at e d pl a s mi d s f or e xi sti n g 

m ar k er M N S 1 -e G F P al o n g si d e s elf -cl e a v i n g m ar k er M U R 3-F U T 1 3 ( Fi g ur e 3. 2 6 ) 

r e s ult e d i n t hr e e-c ol o ur c o nf o c al fr o m t w o i n s ert s. T hi s s u g g e st s s u c c e s sf ul 

e x pr e s si o n of t h e i n s ert a n d cl e a v a g e i nt o t w o di sti n ct fl u or e s c e nt pr ot ei n m ar k er s wit h 

s e p ar at e C T S -dir e ct e d l o c ali s ati o n, a n d v ali d at e s u s e of t h e M U R 3 a n d F U T 1 3 C T S 

d o m ai n s f or u s e i n m e di al/tr a n s-G ol gi ci st er n a e t ar g eti n g m ar k er s.  
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Fi g ur e 3. 2 6 : I n s ert d e si g n a n d c o nf o c al mi cr o s c o p y of m e di al-/tr a n s-G ol gi m ar k er M U R 3 -F U T 1 3 i n 

c o m bi n ati o n wit h ci s -G ol gi m a k er M N S 1 -e G F P e x pr e s si o n.  

Si n gl e i n s ert M U R 3 -F U T 1 3 c o n str u ct e x pr e s si n g  m e di al -G ol gi m ar k er M U R 3 -m T a g B F P ( bl u e) 

al o n g si d e  tr a n s-G ol gi m ar k er F U T 1 3 -m R F P vi a a li n ki n g P 2 A s elf -cl e a vi n g s e q u e n c e. C o m bi n e d wit h 

s e p ar at e M N S 1 -e G F P m ar k er f or t hr e e -c ol o ur G ol gi b o d y l o c ali s ati o n wit h ci st er n a e -s p e cifi c 

l o c ali s ati o n. R e pr e s e nt ati v e i m a g e s s h o w n.  Si z e b ar s = 1  µ m.  

 

 

D e v el o p m e nt of s elf -cl e a vi n g c o n str u ct s t o e x pr e s s m ulti pl e ci st er n a e -s p e cifi c G ol gi 

b o d y m ar k er s fr o m si n gl e i n s ert s pr o v e d s u c c e s sf ul. A ci s -/tr a n s-G ol gi M N S 1 -S T 

i n s ert s u c c e s sf ull y pr o d u c e d t w o-c ol o ur c o nf o c al wit h s e p ar at e e x pr e s si o n of b ot h 

m ar k er s fr o m a si n gl e i n s erti o n. T h e s a m e eff e ct w a s s h o w n wit h a m e di al -/tr a n s-G ol gi 

M U R 3 - F U T 1 3 i n s ert, d e v el o p e d utili zi n g n o v el pl a nt C T S d o m ai n s a s fl u or e s c e nt 

pr ot ei n f u si o n s f or n e w m ar k er s.  B ot h s elf -cl e a vi n g m ar k er s w er e s u c c e s sf ull y 

e x pr e s s e d al o n g si d e k n o w n ci st er n a e -s p e cifi c G ol gi m ar k er s t o pr o d u c e 3 -c ol o ur 

e x pr e s si o n i n t h e pl a nt G ol gi fr o m t w o i n s ert s, wit h i n di vi d u al ci st er n a e -s p e cifi c 

e x pr e s si o n.  
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3. 4 Di s c u s si o n  

3. 4. 1 C o -l o c ali s ati o n i n t h e pl a nt G ol gi 

C urr e nt m et h o d ol o g y f or a n al y si s of s u b -or g a n ell ar c o -l o c ali s ati o n t a k e s a d v a nt a g e of 

a v ari et y of t e c h ni q u e s. F or t h e s p e cifi c a p pli c ati o n i n t hi s pr oj e ct a di st a n c e b et w e e n 

t h e p e a k s m et h o d ol o g y w a s c o n si d er e d m o st s uit a bl e. B ut si mil ar r e s e ar c h w or ki n g 

wit hi n G ol gi ci st er n a e a n d t h e i m m e di at e vi ci nit y h a v e eff e cti v el y a n al y s e d c o -

l o c ali s ati o n u si n g P e ar s o n’ s c orr el ati o n c o effi ci e nt ( S c h o b er er et al., 2 0 1 9). I n 

a s s e s si n g si mil ar s u b -G ol gi c o -l o c ali s ati o n P e ar s o n’ s h a s b e e n u s e d t o a s s e s s a n 

Ar a bi d o p si s ci s -G ol gi pr ot ei n ( S c h o b er er et al., 2 0 1 9) l o c ali s e d al o n g si d e t h e s a m e 

tr a n s-G ol gi m ar k er S T u s e d i n t hi s r e s e ar c h. Si mil ar w or k m a d e a d diti o n al u s e of li n e 

pr ofil e s t o vi s u ali s e fl u or e s c e n c e o v erl a p b et w e e n c h a n n el s i n a d diti o n t o a n al y si s 

u si n g P e ar s o n’ s c o effi ci e nt ( S c h o b er er et al., 2 0 1 4). A d v a n c e d s u p er -r e s ol uti o n 

c o nf o c al li v e i m a gi n g mi cr o s c o p y ( S C LI M) t e c h ni q u e s c a n b e c o m bi n e d wit h e xi sti n g 

P e ar s o n’ s -b a s e d c o -l o c ali s ati o n of fl u or e s c e nt i nt e n sit y. R e s e ar c h i nt o G ol gi r e si d e nt 

e n z y m e 3 D di stri b uti o n utili z e d t hi n s e cti o n Z -st a c k s ( 0. 2 -μ m i nt er v al s) c o v eri n g t h e 

f ull t hi c k n e s s of t h e G ol gi a n d c o n v ert e d t o 3 D v o x el-b a s e d fl u or e s c e n c e i nt e n sit y 

m a p s. T h e s e w er e s u bj e ct e d t o d e c o n v ol uti o n a n d u s e of a p oi nt -s pr e a d f u n cti o n t o 

el u ci d at e a n d pr e s e nt 3 D -l o c ali s ati o n of G ol gi r e si d e nt gl y c o s yltr a n sf er a s e s wit h 

P e ar s o n’ s b a s e d c o -l o c ali s ati o n a n al y si s a n d r ef er e n c e e n z y m e m ar k er c o n str u ct s 

( Y a gi et al., 2 0 2 4). 

T h e n e w m ar k er s m a d e f or m e di al -G ol gi M U R 3 -C T S a n d  tr a n s-G ol gi F U T 1 3 -C T S 

w er e pr o mi si n g i n t h eir l o c ali s ati o n a n al y si s ( Fi g ur e 3. 2 0). S h o wi n g a cl e ar diff er e n c e 

i n l o c ali s ati o n b et w e e n t h e t w o w h e n c o m p ar e d al o n g si d e t h e tr a n s-G ol gi m ar k er S T, 

b ut f aili n g t o s h o w a si g nifi c a nt diff er e n c e i n c o m p ari s o n t o M N S 1. F U T 1 3 -C T S w a s 

o nl y sli g htl y f urt h er a w a y fr o m M N S 1 t h a n M U R 3 -C T S, a n d t h e diff er e n c e i n di st a n c e 

i s n ot r efl e ct e d i n t h e r e s ult s f or S T. W hil e t h er e w a s m or e si g nifi c a nt d e vi ati o n i n t h e 

v al u e s f or m a r k er s wit h M N S 1 ( Fi g ur e 3. 2 0) t h a n t h o s e wit h S T, t hi s still str o n gl y 

o v erl a p p e d a n d d o e s n ot r e a dil y e x pl ai n t h e l a c k of di sti n cti o n. A s t y p e– II m e m br a n e 

pr ot ei n s , G ol gi r e si d e nt e n z y m e s ar e a s y m m etri c all y di stri b ut e d , o v erl a p pi n g b ut n o n-

u nif or m ( S ai nt -J or e et al., 2 0 0 6 , Nil s s o n et al., 2 0 0 9), t’ s p o s si bl e t h e l o c ali s ati o n of 

M N S 1 i s m or e br o a dl y di stri b ut e d wit hi n t h e G ol gi a s a ci s/ m e di al m ar k er ( S c h o b er er 
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et al., 2 0 1 4) a n d l e s s a b u n d a nt t h at S T, l e a di n g t o l ar g er v ari a bilit y i n w h er e t h e 

m a xi m u m si g n al i nt e n sit y o c c ur s a cr o s s t h e G ol gi, a n d l e a di n g t o t hi s m a xi m u m 

fl u or e s c e n c e b a s e d m et h o d b ei n g l e s s a p pr o pri at e ( Fi g ur e 3. 2 1). M N S 1 h a s 

si g nifi c a nt r ol e s i ntr a c ell ul ar tr affi c ki n g a n d f u n d a m e nt al e arl y p at h w a y gl y c a n 

m o difi c ati o n a n d tri m mi n g ( Li u et al., 2 0 1 8) a s t h e fir st c o m mit e d st e p t o G ol gi N -gl y c a n 

pr o c e s si n g p ot e nti all y r el ati n g t o a b u n d a n c e a n d di stri b uti o n. It m a y b e p o s si bl e t h at 

t h er e i s v ari a bility of M N S 1 l a b elli n g a s a ci s/ m e di al -G ol gi m ar k er t h at li mit s it s 

eff e cti v e n e s s i n t hi s a p pli c ati o n, t h at i s n ot pr e s e nt wit h t h e S T m ar k er ( S c h o b er er et 

al., 2 0 1 1)  

 

3. 4. 2 A p pli c ati o n s  of s elf -cl e a vi n g p e pti d e s  

C o -e x pr e s si o n u n d er a si n gl e pr o m ot er b y s elf -cl e a vi n g p e pti d e s, w hil e a c hi e vi n g 

effi ci e nt e x pr e s si o n, off er s a n i n cr e di bl e t o ol f or a di v er s e r a n g e of r e s e ar c h w h er e 

c o or di n at e d c o -e x pr e s si o n of m ulti pl e f a ct or s i s r e q uir e d ( Li u et al., 2 0 1 7). 2 A p e pti d e s  

off er a n u n pr e c e d e nt e d m et h o d f or e x pr e s si o n of bi -, tri- a n d q u a d -ci str o ni c c o n str u ct s, 

wit h o pti mi z e d c o -e x pr e s si o n str at e gi e s b a s e d o n m o dif yi n g g e n e arr a n g e m e nt s a n d 

i m pr o v e d K o z a k r e gi o n s ( W a n g et al., 2 0 1 5). E arl y w or k i nt o r ati o m etri c fl u or e s c e n c e-

i m a gi n g a n al y si s b y S a m al o v a et al ( 2 0 0 6) w a s f u n d a m e nt al i n e st a bli s hi n g t h e 

eff e cti v e e x pr e s si o n of m ulti pl e m ar k er s u n d er si n gl e pr o m ot er s vi a e x pr e s si o n 

c a s s ett e s a s s e m bl e d wit h 2 A s elf -cl e a vi n g p e pti d e s. F urt h er, t hi s w or k c o nfir m e d t h e 

s u c c e s sf ul l o c ali s ati o n of m ulti pl e m ar k er pr ot ei n s wit h s e p ar at e m et h o d s of dir e ct e d 

l o c ali s ati o n, e a c h of w hi c h r e m ai n e d f u n cti o n al, a n d t o o k a d v a nt a g e of t h e fi x e d 

st oi c hi o m etr y 2 A -m e di at e d e x pr e s si o n pr o vi d e d f or r ati o m etri c a n al y si s ( S a m al o v a et 

al., 2 0 0 6). T hi s w o r k pr o vi d e d r e s e ar c h r ati o n al e f or s elf-cl e a vi n g p e pti d e c o n str u ct s 

f or t h e s elf-cl e a vi n g G ol gi m ar k er s d e v el o p e d, s u g g e sti n g C T S -dir e ct e d m ar k er s s u c h 

a s M N S 1 a n d S T b ei n g r e a dil y e x pr e s s e d wit h ci st er n a e -s p e cifi c l o c ali s ati o n 

r e m ai ni n g f u n cti o n al.  

 

Fi x e d st oi c hi o m etri c e x pr e s si o n of m ulti pl e tr a n s g e n e s i s a n attr a cti v e pr o s p e ct f or 

st u d yi n g m ar k er s at e q ui v al e nt i nt e n siti e s b ut l e n d s it s elf t o a r a n g e of a p pli c ati o n s. 

T h e a bilit y t o a s s e m bl e m ulti pl e c o m pl e x pr ot ei n s at a fi x e d r ati o ( Z h a n g et al., 2 0 1 7) 

m a k e s t hi s t e c h n ol o g y attr a cti v e f or t h e a s s e m bl y of diffi c ult, m ulti pl e s u b u nit pr ot ei n 
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c o m pl e x e s or m ulti pl e e n z y m e p at h w a y s t h at b e n efit fr o m r e g ul at e d e x pr e s si o n of 

s e p ar at e pr ot ei n c o m p o n e nt s. Bi o e n gi n e eri n g of a p arti c ul at e m et h a n e 

m o n o o x y g e n a s e ( p M M O)  e n z y m e c o m pl e x i n ri c e a s a p ot e nti al s ol uti o n t o 

e n vir o n m e nt al m et h a n e e mi s si o n s i s o n e e x a m pl e t h at b e n efit s fr o m c o or di n at e d, 

st oi c hi o m etri c e x pr e s si o n of m ulti pl e s u b u nit s fr o m s elf -cl e a vi n g p e pti d e s ( S p at ol a 

R o s si et al., 2 0 2 3). Cr e ati v e u s e of t h e s elf -cl e a vi n g i n cl u d e s m et h o d s of r e g ul ati n g 

e x pr e s si o n b e y o n d m ulti pl e i n s ert e x pr e s si o n. I n v e sti g ati o n of a n a d e n o -a s s o ci at e d 

vir u s m e di at e d d eli v er y f or C RI S P R -C a s 9 g e n e e diti n g h a s b e e n m o difi e d t o i n cl u d e 

a s elf -li miti n g f e e d b a c k l o o p, utili zi n g s elf-c l e a vi n g p e pti d e s t o i m pr o v e t h e s af et y 

pr ofil e of i n t ar g et e d g e n e e diti n g t h er a p e uti c s f or h u m a n a d mi ni str ati o n ( Li et al., 

2 0 2 1).  

I n s u m m ar y, t hi s r e s e ar c h u n d ert a k e n w a s s u c c e s sf ul i n i n v e sti g ati n g a n d d e v el o pi n g 

a n eff e cti v e c o -l o c ali s ati o n m et h o d ol o g y f or s u b-G ol gi l o c ali s ati o n, t o b e u s e d i n 

d et er mi ni n g H u G E s u b -G ol gi l o c ali s ati o n. T hi s r e s e ar c h e st a bli s h e d a d at a c oll e cti o n 

a n d a n al y si s p i p eli n e f or s u p er r e s ol uti o n c o nf o c al d at a of G ol gi. Wit h it s u b-G ol gi 

l o c ali s ati o n of b ot h w ell r e s e ar c h a n d n o v el ci st er n a e-s p e cifi c m ar k er s  w er e q u a ntifi e d 

f or f ut ur e c o m p ari s o n wit h H u G E s. Fi n di n gs  w er e c o n si st e nt wit h e xi sti n g lit er at ur e o n 

s u b -G ol gi l o c ali s ati o n of m ar k er s u s e d, s u p p orti n g t h e u s e of t hi s m et h o d ol o g y  

(B o e vi n k et al., 1 9 9 8 , S c h o b er er et al., 2 0 1 1 ., S c h o b er er et al., 2 0 1 8 a; S c h o b er er et 

al., 2 0 1 8 b ., Str a s s er et al., 2 0 0 9 ). A d diti o n all y, a n e x pr e s si o n str at e g y t o r e d u c e i n s ert 

n u m b er a n d pr o vi d e fi x e d st oi c hi o m etri c e x pr e s si o n of G ol gi m ar k er s w a s d e v el o p e d 

a n d t e st e d t hr o u g h u s e of s elf -cl e a vi n g p e pti d e c o n str u ct s. T hi s w or k r e pr e s e nt s t h e 

f o u n d ati o n of s u b s e q u e nt w or k i nto s u b -G ol gi e x pr e s si o n a n d l o c ali s ati o n of H u G E s.  

 

 

 

 

 

 

 

 



1 0 1  
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4. 1 Gl y c o s yl ati o n e n z y m e di stri b uti o n i n pl a nt G ol gi st a c k s  

 

N -li n k e d gl y c o s yl ati o n i n pl a nt s o c c ur s wit hi n t h e G ol gi b o di e s, a si g nifi c a nt sit e of 

pr ot ei n, li pi d a n d p ol y s a c c h ari d e s y nt h e si s a s w ell a s gl y c o m o difi c ati o n wit hi n t h e pl a nt 

c ell, a n d a f o c al p oi nt f or pr o d u cti o n of r e c o m bi n a nt pr ot ei n s  ( S c h o b er er et al., 2 0 1 8 b; 

G o m or d et al., 2 0 2 0) . I n c o ntr a st t o t h e i m m o bil e, p eri n u cl e ar G ol gi b o d y f o u n d i n 

m a m m ali a n c ell s, G ol gi b o di e s i n hi g h er pl a nt s ar e di s cr et e st a c k s t h at n u m b er s e v er al 

h u n dr e d p er c ell, a n d ar e e xtr e m el y m o bil e t hr o u g h o ut t h e c yt o pl a s m  ( R o bi n s on  et al., 

2 0 2 0) . T h e b a si c str u ct ur e of t h e i n di vi d u al G ol gi b o d y ( Fi g ur e 4. 1 ) i s a st a c k of di s c-

li k e ci st er n a e c h ar a ct eri z e d b y or d eri n g wit hi n t h e st a c k, t h e ci s -ci st er n a e a s t h e e ntr y 

p oi nt f or c ar g o e xiti n g t h e E R, t h e m e di al -ci st er n a e a n d t h e tr a n s-ci st er n a e. Fr o m t h e 

tr a n s-ci st er n a e pr o d u ct i s d eli v er e d t o t h e Tr a n s G ol gi N et w or k m e di ati n g i ntr a c ell ul ar 

d eli v er y of E R pr o d u ct s  ( R o bi n s o n et al., 2 0 2 0) . 

 

Pl a nt a n d h u m a n G ol gi -r e si d e nt N-gl y c o s yl ati o n e n z y m e s ar e t y p e II m e m br a n e 

pr ot ei n s, p o s s e s si n g at t h e N -t er mi n al r e gi o n a s h ort c yt o pl a s mi c d o m ai n, a 

tr a n s m e m br a n e d o m ai n, a n d a st e m r e gi o n (c oll e cti v el y t h e C T S r e gi o n). T h e C T S 

r e gi o n i s r e s p o n si bl e b ot h f or ori e nt ati o n of t h e e n z y m e’ s c at al yti c d o m ai n i n t h e G ol gi 

l u m e n, a n d pr o vi di n g s u b-G ol gi l o c ali s ati o n,  a n e x pl a n ati o n t o t h e n o n -u nif or m 

di stri b uti o n of gl y c o s yl ati o n e n z y m e s i n t h e G ol gi  ( S c h o b er er et al., 2 0 1 1) . E xi sti n g 

m ar k er s ( M N S 1 f or ci s -G ol gi  ci st er n a e ( Li e b mi n g er et al., 2 0 0 9; S c h o b er er et al., 

2 0 1 4)  a n d S T f or tr a n s-G ol gi ci st er n a e  ( R u ni o n s et al., 2 0 0 6 ) c o n si st of fl u or o p h or e 

f u si o n s t o r e s p e cti v e C T S d o m ai n s, pr o vi di n g ci st er n a e s p e cifi c l o c ali s ati o n a s a 

c o m p ari s o n wit h t h e pl a nt s p e cifi c C T S d o m ai n s M U R 3, F U T 1 3 ( S c h o b er er et al., 

2 0 1 9)  ( Fi g ur e 4. 1 ). T h e u s e of e n d o g e n o u s pl a nt C T S d o m ai n s c a n alt er t h e 

l o c ali s ati o n of h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s ( H u G E s), t hr o u g h f u si o n of a H u G E 

c at al yti c r e gi o n wit h a pl a nt C T S dir e ct e d t o t h e r el e v a nt s u b -G ol gi c o m p art m e nt  

( Str a s s er et al., 2 0 1 4) .  
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Fi g ur e 4. 1 : S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of s u b-or g a n ell ar or g a ni s ati o n of t h e pl a nt G ol gi b o d y ci st er n a e, 

wit h r el e v a nt ci st er n a e -s p e cifi c m ar k er s c ol o ur -c o d e d.   

Or a n g e = ci s -G ol gi t ar g eti n g ( M N S 1, C T S of G ol gi -α -m a n n o si d a s e I) , P ur pl e = m e di al-G ol gi t ar g eti n g 

( M U R 3, C T S of β -1, 2 -g al a ct o s yltr a n sf er a s e) , M a g e nt a = tr a n s-G ol gi t ar g eti n g ( S T, C T S of R att u s 

n or v e gi c u s  α -2, 6 -si al yl tr a n sf er a s e; F U T 1 3, C T S of α -1, 4 -f u c o s yltr a n sf er a s e). 

 

 

H er e w e d e s cri b e t h e tr a n si e nt e x pr e s si o n a n d l o c ali s ati o n of h u m a n gl y c o s yl ati o n 

e n z y m e s ( H u G E s) i n t o b a c c o pl a nt s a s a m o d el s y st e m, wit h l o c ali s ati o n  dir e ct e d  t o 

m e di al - a n d tr a n s-G ol gi b o d y ci st er n a e, r e s p e cti v el y. S u b -or g a n ell ar l o c ali s ati o n t o 

G ol gi b o d y ci st er n a e i s a n al y s e d u si n g hi g h -r e s ol uti o n li v e-c ell a n d d y n a mi c c o nf o c al 

mi cr o s c o p y.  
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4. 2 Ai m s:  

 

1.  U s e t h e i m a gi n g a p pr o a c h s a n d d at a a n al y si s d e v el o p e d ( C h a pt er 3 ) t o 

i n v e sti g at e a n d q u a ntif y t h e l o c ali s ati o n of u n m o difi e d H u G E s i n t h e pl a nt 

G ol gi  

2.  D e v el o p a n d i m pl e m e nt a p pr o a c h e s f or ci st er n a e -s p e cifi c l o c ali s ati o n of 

H u G E s t o o pti mi s e e n z y m e a cti vit y a n d r e s ulti n g gl y c a n pr ofil e  

 

 

4. 3 R e s ult s a n d Di s c u s si o n  

 

4. 3. 1 I n v e sti g ati n g H u G E e x pr e s s i o n i n t h e pl a nt G ol gi b o d y 

N -li n k e d gl y c o s yl ati o n r e q uir e s st e p wi s e a d diti o n of s u g ar m oi eti e s at e a c h s e q u e nti al 

G ol gi b o d y c o m p art m e nt. T h er ef or e, i n di vi d u al gl y c o s yl ati o n e n z y m e s n e e d t o b e 

l o c at e d i n s p e cifi c G ol gi ci st er n a e t o a c c e s s s u b str at e a n d a c hi e v e effi ci e nt 

gl y c o s yl ati o n i n or d er t o pr o d u c e a s uit a bl e yi el d of gl y c a n s ( C a stil h o  et al., 2 0 1 1) . I n 

or d er t o e st a bli s h eff e cti v e gl y c a n pr o c e s si n g, it w a s n e c e s s ar y t o d et er mi n e t h e s u b -

G ol gi l o c ali s ati o n of H u G E s, a n d w h er e n e c e s s ar y t o t ar g et t h e e n z y m e s t o t h e c orr e ct 

G ol gi ci st er n a e.  

 

T o i n v e sti g at e l o c ali s ati o n of u n m o difi e d H u G E s ( A p p e n di x 4 f or s e q u e n c e s), 

c o n str u ct s w er e g e n er at e d f e at uri n g t h e m a m m ali a n si g n al s e q u e n c e s, i n pl a nt a 

c o n str u ct s g e n er at e d f or H u G E s , f u s e d t o a C-t er mi n al C L O V E R ( C L V R) fl u or e s c e nt 

t a g a n d e x pr e s s e d i n Ni c oti a n a t a b a c u m  (t o b a c c o) l e af e pi d er m al c ell s u si n g 

A gr o b a ct eri u m -m e di at e d pl a nt tr a n sf or m ati o n H u G E l o c ali s ati o n t o G ol gi ci st er n a e  

w a s  d et er mi n e d u si n g st ati sti c al li n e pr ofil e a n al y si s of fl u or e s c e nt i nt e n sit y f or 

l o c ali s ati o n a n al y si s of cl o s el y a s s o ci at e d pr ot ei n s ( M c Gi n n e s s et al., 2 0 2 2) .  
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Fi g ur e 4. 2 : C o-l o c ali s ati o n of k n o w n pl a nt G ol gi ci st er n a e m ar k er s. 

Li n e pr ofil e s f or fl u or e s c e nt i nt e n sit y a n al y si s a cr o s s a G ol gi b o d y, wit h k n o w n m ar k er s A) M N S 1 -

e G F P + S T -m R F P l o c ali s e d t o s e p ar at e G ol gi b o d y ci st er n a e t o d e m o n str at e t h e di st a n c e b et w e e n 

p e a k s, or B) M N S 1 -e G F P + M N S 1 -m R F P d o u bl e m ar k er s f or t h e s a m e G ol gi b o d y ci st er n a i n t w o 

c ol o ur s t o d e m o n str at e o v erl a p of e x pr e s si o n wit hi n o n e G ol gi b o d y ci st er n a.  E x a m pl e c o nf o c al i m a g e s 

a n d gr a p h s ar e r e pr e s e nt ati v e of f or t h e d at a s et. Si z e b ar s = 1 µ m.  

 

 

F or t hi s a p pr o a c h, G ol gi ci st er n a e w er e i m a g e d i n si d e pr ofil e s h o wi n g t h e di stri b uti o n 

of H u G E s a cr o s s t h e G ol gi b o d y ci st er n a e ( Fi g ur e 4. 2). A n al y si s of ci s - a n d tr a n s-

G ol gi m ar k er s ( M N S 1 -e G F P + S T -m R F P) pr o vi d e d a r el ati v e b a s eli n e f or t h e m a xi m u m 

di st a n c e b et w e e n G ol gi ci st er n a e ( Fi g ur e 4. 2 A), w h e n c o m p ar e d t o m ar k er s w hi c h 

l o c ali s e t o t h e s a m e G ol gi b o d y ci st er n a ( M N S 1-e G F P wit h M N S 1 -m R F P; Fi g ur e 

4. 2 B).  Fl u or e s c e nt mi cr o b e a d s w er e u s e d at t h e b e gi n ni n g of e a c h c oll e cti o n s e s si o n 

t o err or c h e c k a n d b a s elin e t h e s y st e m, a n d s er v e t o gi v e mi ni m u m p o s si bl e 

s e p er ati o n b et w e e n t h e t w o c h a n n el s o n o n e o bj e ct ( Fi g ur e 3. 1 8 ) 
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4. 3. 2 A n al y si s of s u b c ell ul a r l o c ali s ati o n of u n m o difi e d m a m m ali a n 

gl y c o s yl ati o n e n z y m e s i n t o b a c c o l e af c ell  

T o e v al u at e  i niti al e x pr e s si o n of t h e u n m o difi e d e n z y m e s, u n m o difi e d H u G E s w er e c o -

e x pr e s s e d wit h t h e ci s -G ol gi m ar k er M N S 1 -m R F P ( S c h o b er er  et al., 2 0 1 3)  ( Fi g ur e 4. 3, 

A -D). O b s er v e d  w er e  l o w l e v el s of e x pr e s si o n a n d pr ot ei n l o c ali s ati o n di d n ot a p p e ar 

s p e cifi c t o t h e pl a nt G ol gi b o di e s.  
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Fi g ur e 4. 3 : E x a m pl e c o nf o c al i m a g e s a n d c o -l o c ali s ati o n li n e pr ofil e a n al y si s of u n m o difi e d H u G E s. 

A) G N TI V -C L V R, B) B 4 G A L T 1 -C L V R, C) G N T V -C L V R, D) S T 6 G A L -C L V R ( gr e e n) at 3 d a y s p o st 

i nfiltr ati o n al o n g si d e t h e ci s -G ol gi m ar k er M N S 1 -m R F P ( m a g e nt a). R e pr e s e nt ati v e i m a g e s ar e s h o w n. 

Si z e b ar s = 1  µ m.   

E) E x a m pl e i m a g e s a n d a n al y si s f or st ati sti c al li n e pr ofil e a n al y si s of di st a n c e s b et w e e n p e a k 

fl u or e s c e nt i nt e n sit y f or G N TI V-C L V R, G N T V -C L V R, B 4 G A L T 1 -C L V R, S T 6 G A L -C L V R ( gr e e n), wit h 

ci s -G ol gi m ar k er M N S 1 or  

F) tr a n s-G ol gi b o d y m ar k er S T -m R F P, r e s p e cti v el y ( m a g e nt a).  
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G) P e a k di st a n c e a n al y si s gr a p h s s h o wi n g c o ntr ol s f or c o -l o c ali s ati o n i n t h e s a m e G ol gi ci st er n a e 

( M N S 1-e G F P + M N S 1 -m R F P, w hit e b ar) a n d f or l o c ali s ati o n i n diff er e nt G ol gi ci st er n a e ( M N S 1 -

e G F P + S T -m R F P, bl a c k b ar) a s w ell a s c o m p ari s o n of t h e f o ur H u G E s ( m e d i al H u G E s i n p ur pl e a n d 

tr a n s-G ol gi H u G E s i n m a g e nt a) wit h t h e r e s p e cti v e m ar k er s M N S 1 -m R F P a n d S T -m R F P. 

R e pr e s e nt ati v e i m a g e s ar e s h o w n. R e s ult s s h o w n fr o m n = 3 bi ol o gi c al r e pli c a s a n d > 1 2 t e c h ni c al 

r e p e at s f or e a c h c o m bi n ati o n. Si z e b ar s = 1 µ m.  

 

T o f urt h er q u a ntif y l o c ali s ati o n, H u G E s w er e c o -e x pr e s s e d wit h b ot h t h e ci s -G ol gi 

m ar k er M N S 1 a n d t h e tr a n s-G ol gi m ar k er S T s e p ar at el y ( Fi g ur e 4. 3 E ) t o d et er mi n e 

t h eir l o c ali s ati o n wit hi n t h e G ol gi st a c k. M ar k er s f or s p e cifi c G ol gi ci st er n a e w er e u s e d 

a s c o ntr ol a n d a st ati sti c al a n al y si s w a s c arri e d o ut ( Fi g ur e 4. 3 F ). C o-e x pr e s si o n of 

M N S 1 -e G F P wit h M N S 1 -m R F P r e pr e s e nt e d a p pr o xi m at e c o -l o c ali s ati o n i n t h e s a m e 

G ol gi b o d y ci st er n a e a n d s h o w e d a di st a n c e b et w e e n t h e m a xi m u m p e a k i nt e n siti e s 

of 1 8. 1 ± 8. 2 n m.  C o -e x pr e s si o n of t h e ci s -G ol gi m ar k er M N S 1 -e G F P a n d t h e tr a n s-

G ol gi m ar k er S T -m R F P ( R e n n a  et al., 2 0 0 5; M u nr o et al., 1 9 9 5)  s h o w e d a di st a n c e 

b et w e e n m a xi m u m p e a k i nt e n siti e s of 1 2 1. 6 ± 1 2. 4 n m, w hi c h w a s c o n si d er e d a s 

l o c ali s ati o n t o diff er e nt G ol gi b o d y ci st er n a e. 

Li n e pr ofil e s g e n er at e d a cr o s s pl a nt G ol gi b o di e s f or all n ati v e H u G E s ( Fi g ur e 4. 3 ) 

i n di c at e d a l o w l e v el of fl u or e s c e n c e c o m p ar e d t o t h e c o-e x pr e s s e d m ar k er c o ntr ol 

M N S 1 -m R F P. M e di al -G ol gi H u G E s G N TI V -C L V R a n d G N T V -C L V R ( Fi g ur e 4. 3 ) 

d e m o n str at e d si mil ar di st a n c e s b et w e e n m a xi m u m p e a k s of i nt e n sit y w h e n e x pr e s s e d 

al o n g si d e M N S 1 -m R F P a n d S T -m R F P (r a n gi n g fr o m 2 3 t o 3 9 n m p e a k di st a n c e). T hi s 

i n di c at e s l o c ali s ati o n di stri b ut e d a cr o s s G ol gi ci st er n a e wit h o ut t h e r e q uir e d s p e cifi c 

l o c ali s ati o n t o eit h er t h e m e di al or tr a n s-G ol gi. Tr a n s -G ol gi H u G E s al s o s h o w e d 

u n s p e cifi c G ol gi ci st er n a e l o c ali s ati o n; B 4 G A L T 1 -C L V R a n d S T 6 G A L -C L V R ( Fi g ur e 

4. 3 ) d e m o n str at e d si mil ar di st a n c e b et w e e n p e a k s wit h M N S 1 -m R F P a n d S T -m R F P 

(r a n g e 2 9-4 1 n m).  

T h e l a c k of tr a n s-G ol gi s p e cifi c l o c ali z ati o n f or S T 6 G A L w a s e s p e ci all y s ur pri si n g a s 

t h e C T S r e gi o n s of h u m a n S T 6 G A L a n d t h e m ar k er (R att u s n or v e gi c u s ) S T ar e hi g hl y 

c o n s er v e d ( S c h o b er er  et al., 2 0 1 1; W e e et al., 1 9 9 8) . P ot e nti al e x pl a n ati o n s c o ul d b e 

diff er e n c e s d u e t o t h e l o w e x pr e s si o n l e v el s, a n i m p a ct of t h e S T 6 G A L c at al yti c 

d o m ai n o n t h e l o c ali s ati o n, or t h e pr e s e n c e of s o m e s p e cifi c a mi n o a ci d c h a n g e s i n 

t h e C T S t h at c o ul d aff e ct t h e l o c ali s ati o n. 
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Wit h o ut G ol gi -s p e cifi c l o c ali s ati o n, H u G E s ar e u nli k el y t o c orr e ctl y gl y c o s yl at e 

pr ot ei n s. Wit h all f o ur H u G E s s h o wi n g n o s p e cifi c l o c ali s ati o n t o m e di al or tr a n s-G ol gi 

ci st er n a e a s r e q uir e d f or c orr e ct N -gl y c o s yl ati o n t o o c c ur, e n d o g e n o u s pl a nt si g n al s 

t o i m pr o v e b ot h e x pr e s si o n l e v el s a n d s u b-or g a n ell ar l o c ali s ati o n w er e i n v e sti g at e d.  

 

4. 3. 3 M o dif yi n g H u G E s s u b -G ol gi l o c ali z ati o n u si n g pl a nt C T S d o m ai n s  

A s t y p e II m e m br a n e pr ot ei n s, pl a nt a n d h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s b ot h p o s s e s s 

a si n gl e p a s s si g n al -a n c h or s e q u e n c e pr o vi d e d b y a s h ort N -t er mi n al C T S d o m ai n of 

a b o ut 4 0 t o 7 0 a mi n o a ci d s, w hi c h pr o vi d e s s p e cifi c s u b -G ol gi l o c ali s ati o n a n d t ar g et s 

t h e e nz y m e’ s c at al yti c s u b u nit t o t h e G ol gi l u m e n ( S c h o b er er  et al., 2 0 1 3) .  

 

Wit h t h e ai m t o a c hi e v e G ol gi -ci st er n a e s p e cifi c t ar g eti n g a n d t o u s e pl a nt -d eri v e d 

s e q u e n c e s, H u G E s w er e t ar g et e d i n pl a nt a u si n g t w o C T S d o m ai n s fr o m Ar a bi d o p si s 

t h ali a n a r e si d e nt gl y c o s yl ati o n e n z y m e s: a M U R 3-C T S fr o m β -1, 2 -

g al a ct o s yltr a n sf er a s e a s t h e m e di al -G ol gi t ar g eti n g d o m ai n a n d a F U T 1 3 -C T S fr o m α -

1, 4 -f u c o s yltr a n sf er a s e f or tr a n s-G ol gi t ar g eti n g ( Fi g ur e 4. 5 A) ( S c h o b er er  et al., 2 0 1 3) . 

T h e m a m m ali a n C T S d o m ai n s w er e l o c at e d a n d r e pl a c e d wit h t h e Ar a bi d o p si s C T S 

d o m ai n s t o cr e at e t h e f oll o wi n g f u si o n pr ot ei n s; M U R 3 -G N TI V, M U R 3 -G N T V, F U T 1 3 -

B 4 G A L T 1 a n d F U T 1 3 -S T 6 G A L ( Fi g ur e 4. 5 B).  
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Fi g ur e 4. 4 : S c h e m ati c di a gr a m of H u G E t ar g eti n g a p pr o a c h. 

A) H u G E t ar g eti n g a p pr o a c h i n r el ati o n t o G ol gi b o d y str u ct ur e. Ci st er n a e l o c ali s ati o n i s c ol o ur -c o d e d 

(ci s  = or a n g e, m e di al = p ur pl e, tr a n s = m a g e nt a). T h e r e q uir e d l o c ali s ati o n of t h e H u G E s a n d t h e pl a nt 

C T S u s e d f or t ar g eti n g ar e i n di c at e d: M U R 3 -C T S t o t ar g et G N TI V a n d G N T V t o m e di al -G ol gi ci st er n a e; 

F U T 1 3 -C T S t o t ar g et B 4 G A L T 1 a n d S T 6 G A L t o tr a n s-G ol gi ci st er n a e.  

B) Pr ot ei n e n gi n e eri n g a p pr o a c h f or m o difi e d C T S -H u G E c o n str u ct s o utli ni n g d o m ai n s w a p s b et w e e n 

m a m m ali a n a n d pl a nt C T S d o m ai n s.  

 

  

c i s-G ol gi

t r a n s -G ol gi

m e di al -G ol gi

Pr o gr e s si o n of 
bi o s y nt h eti c 
E R pr o d u ct s

G ol gi b o d y

Pr o d u ct fr o m E R

Pl a nt 
t ar g eti n g 
d o m ai n

H u G E s

S T 6 G A L
F U T 1 3

G N TI V

B 4 G A L T 1

G N T V

M U R 3

C T S M a m m ali a n c at al yti c d o m ai n (H u G E )

C T S Pl a nt c at al yti c d o m ai n ( e n d o g e n o u s)

C yt o pl a s mi c
d o m ai n

St e m
r e gi o n

Tr a n s m e m br a n e
d o m ai n

M a m m ali a n c at al yti c d o m ai n ( H u G E )C T S

A

B



1 1 1  
 

 

T h e m o difi e d H u G E c o n str u ct s w er e c o -e x pr e s s e d wit h b ot h t h e ci s -G ol gi m ar k er 

M N S 1 a n d t h e tr a n s-G ol gi m ar k er S T i n or d er t o a s s e s s t h eir s u b -or g a n ell ar 

l o c ali s ati o n (Fi g ur e 4. 5 ; Fi g ur e 4. 7 ). O v er all l o c ali s ati o n w a s alt er e d f or H u G E s 

p o s s e s si n g pl a nt C T S d o m ai n s ( Fi g ur e 4. 5 B). M U R 3 -G N TI V e x pr e s si o n w a s f urt h er 

a w a y fr o m  M N S 1 ( m a xi m u m p e a k i nt e n sit y di st a n c e 9 3. 0 ± 2 1. 9 n m) b ut cl o s er t o 

tr a n s-G ol gi m ar k er S T -m R F P ( 5 0. 1 ± 1 4. 4 n m). M U R 3 -G N T V w a s al s o f urt h er fr o m  

M N S 1 ( 9 5. 3 ± 2 2. 7 n m) b ut cl o s e pr o xi mit y  wit h t h e tr a n s-G ol gi ci st er n a e ( S T -m R F P; 

5 5. 9 ± 1 5. 7 n m). T hi s i n di c at e d t h at t h e M U R 3 -H u G E s w er e t ar g et e d t o t h e m e di al 

G ol gi ci st er n a e.  

Tr a n s -G ol gi H u G E s F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 a n d F U T 1 3 -S T 6 G A L al s o s h o w e d t ar g eti n g t o 

t h e tr a n s-G ol gi ci st er n a e. F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 w a s a gr e at er di st a n c e fr o m  M N S 1 ( 9 3. 2 

± 2 1. 0 n m) b ut o v erl a p p e d str o n gl y wit h S T -m R F P ( 2 1. 1 ± 1 5. 8 n m). F U T 1 3 -S T 6 G A L 

w a s al s o f urt h er fr o m  M N S 1 ( 1 0 0. 7 ± 2 7. 4 n m) b ut cl o s er  t o S T-m R F P ( 2 4. 1 ± 1 3. 0 

n m). O v er all M U R 3 -H u G E s a n d F U T 1 3 -H u G E s d e m o n str at e d m or e di st a n c e  fr o m t h e 

ci s -G ol gi m ar k er M N S 1 -m R F P ( Fi g ur e 4. 5 B) t h a n t h e n ati v e H u G E s ( Fi g ur e 4. 3 ). 

I nt er e sti n gl y, t h e F U T 1 3-H u G E s d e m o n str at e d a s h ort er di st a n c e  fr o m S T -m R F P 

(Fi g ur e 4. 5 F) t h a n t h e M U R 3 -H u G E s.  
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Fi g ur e 4. 5 : C o-l o c ali s ati o n li n e pr ofil e a n al y si s f or m o difi e d H u G E s 

A) E x a m pl e i m a g e s a n d a n al y si s f or di st a n c e s b et w e e n p e a k fl u or e s c e nt i nt e n siti e s f or M U R 3 -G N TI V -

C L V R, M U R 3 -G N T V -C L V R, F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 -C L V R, F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R ( gr e e n), wit h ci s -G ol gi 

m ar k er M N S 1 -m R F P or B) tr a n s-G ol gi b o d y m ar k er S T -m R F P, r e s p e cti v el y ( m a g e nt a).  

C) P e a k di st a n c e a n al y si s gr a p h s s h o wi n g c o ntr ol s f or c o -l o c ali s ati o n i n t h e s a m e G ol gi ci st er n a e 

( M N S 1-e G F P + M N S 1 -m R F P, w hit e b ar) a n d f or l o c ali s ati o n i n diff er e nt G ol gi ci st er n a e ( M N S 1 -

0
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C

F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V RF U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R

S T 6 G A L -C L V R + S T -
R F P

F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 -C L V RS T 6 G A L -C L V R + 
M N S 1 -R F P
F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 -C L V R

M U R 3 -G N T V -C L V RM U R 3 -G N T V -C L V R

M U R 3 -G N TI V -C L V RM U R 3 -G N TI V -C L V R

A) M o difi e d H u G E s + M N S 1 -m R F P B ) M o difi e d H u G E s + S T -m R F P
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e G F P + S T -m R F P, bl a c k b ar) a s w ell a s c o m p ari s o n of t h e f o ur H u G E s ( m e di al H u G E s i n p ur pl e a n d 

tr a n s-G ol gi H u G E s i n m a g e nt a ) wit h t h e r e s p e cti v e m ar k er s M N S 1-m R F P a n d S T -m R F P. 

R e pr e s e nt ati v e i m a g e s ar e s h o w n. R e s ult s s h o w n fr o m n = 4 bi ol o gi c al r e pli c a s a n d > 4 0 t e c h ni c al 

r e p e at s f or e a c h c o m bi n ati o n. Si z e b ar s = 1  µ m.  

 

 

Si n gl e c h a n n el a n d m er g e d i m a g e s fr o m r e pr e s e nt ati v e G ol gi a n al y s e d i n Fi g ur e 4. 5  

ar e s h o w n b el o w ( Fi g ur e 4. 6 ). 

 

 

Fi g ur e 4. 6 : R e pr e s e nt ati v e si n gl e c h a n n el i m a g e s f or m o difi e d H u G E s fr o m Fi g ur e 7. 

A) R e pr e s e nt ati v e i m a g e s ( si n gl e c h a n n el s gr e e n a n d r e d a s w ell a s m er g e d c h a n n el) f or M U R 3 -

G N TI V -C L V R, M U R 3 -G N T V -C L V R, F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 -C L V R, F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R ( gr e e n), wit h ci s -

G ol gi m ar k er M N S 1 -m R F P or B) m e di al/ tr a n s-G ol gi b o d y m ar k er S T -m R F P, r e s p e cti v el y ( m a g e nt a). 

Si z e b ar s = 1  µ m.  

  

M U R 3 -G N TI V -C L V R

A) M o difi e d H u G E s + M N S 1 -m R F P B ) M o difi e d H u G E s + S T -m R F P

M U R 3 -G N T V -C L V R

F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 -C L V R

F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R

M U R 3 -G N TI V -C L V R

M U R 3 -G N T V -C L V R

F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 -C L V R

F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R
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T hi s i n di c at e d t h at l o c ali s ati o n t o m e di al - a n d tr a n s-G ol gi ci st er n a e c a n b e 

di sti n g ui s h e d b a s e d o n t h e di st a n c e b et w e e n p e a k i nt e n siti e s of fl u or e s c e nt pr ot ei n 

f u si o n s, d et er mi n e d b y st ati sti c al li n e pr ofil e a n al y si s. T o f oll o w t hi s u p w e cr e at e d a 

d o u bl e m ar k er c o n str u ct i nt e n d e d t o l a b el t w o di sti n ct ci st er n a e of t h e pl a nt G ol gi 

si m ult a n e o u sl y o n a si n gl e c o n str u ct. T hi s c o n str u ct c o nt ai n e d t h e C T S of t h e m e di al 

m ar k er M U R 3 f u s e d t o a bl u e fl u or e s c e nt pr ot ei n ( m T a g B F P) f oll o w e d b y a n i nt ei n 

s e q u e n c e a n d P 2 A s elf -cl e a vi n g p e pti d e s e q u e n c e  ( S p at ol a-R o s si  et al., 2 0 2 3; 

S p at ol a -R o s si et al., 2 0 2 4)  a n d t h e C T S of t h e tr a n s-G ol gi m ar k er F U T 1 3 f u s e d t o 

m R F P. T h e u s a g e of t w o m ar k er s o n t h e s a m e pl a s mi d b ut wit h M U R 3 -C T S -

m T a g B F P a n d F U T 1 3 -C T S -m R F P cl e a v e d i nt o s e p ar at e pr ot ei n s, e n a bl e d  e q u al 

st oi c hi o m etr y of m ar k er e x pr e s si o n i n t h e s a m e c ell.  

 

T h e m o difi e d H u G E s F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 -C L V R a n d F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R, 

r e s p e cti v el y, w er e c o-e x pr e s s e d wit h t h e s elf -cl e a vi n g p e pti d e c o n str u ct t o all o w f or 

si m ult a n e o u s c o m p ari s o n wit h b ot h a m e di al - a n d a tr a n s-G ol gi m ar k er ( Fi g ur e 4. 7 ; 

Fi g ur e 4. 8 ). F U T 1 3-B 4 G A L T 1 -C L V R a n d F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R s h o w e d a di st a n c e 

b et w e e n m a xi m u m fl u or e s c e nt i nt e n siti e s wit h t h e m e di al m ar k er M U R 3 of 5 1. 3 ± 1 4. 4 

n m a n d 6 6. 4 ± 7. 3 n m, r e s p e cti v el y ( Fi g ur e 4. 7 B, E). T h e s e v al u e s ali g n e d cl o s el y wit h 

t h e diff er e n c e b et w e e n t h e C T S d o m ai n m ark er s M U R 3 a n d F U T 1 3 ( 6 1. 1 ± 1 8. 7 n m 

a n d 6 9. 4 ± 1 4. 5 n m, r e s p e cti v el y; Fi g ur e 4. 7 A, E). I n c o ntr a st b ot h F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 -

C L V R a n d F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R  w er e a s h ort er di st a n c e fr o m t h e  tr a n s-G ol gi m ar k er 

F U T 1 3 ( 1 7. 8 1 ± 1 0. 2 n m a n d 2 6. 7 ± 1 1. 8 n m, r e s p e cti v el y; Fi g ur e 4. 7 C, E). O v er all, 

t hi s a n al y si s s h o w e d t h at F U T 1 3-B 4 G A L T 1 -C L V R a n d F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R ar e 

l o c at e d i n tr a n s-G ol gi ci st er n a e ( Fi g ur e 4. 7 D, E).  
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Fi g ur e 4. 7 : C o-l o c ali s ati o n li n e pr ofil e a n al y si s f or F U T 1 3-B 4 G A L T 1 -C L V R, F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R wit h 

m e di al/ tr a n s-G ol gi m ar k er c o n str u ct.  

A) E x a m pl e i m a g e s a n d li n e pr ofil e f or t h e m ar k er s M U R 3 ( bl u e) a n d F U T 1 3 ( m a g e nt a), B) F U T 1 3 -

B 4 G A L T 1 -C L V R or F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R ( gr e e n) wit h t h e m e di al -G ol gi m ar k er M U R 3 ( bl u e), C) 

F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 -C L V R or F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R ( gr e e n) wit h t h e tr a n s-G ol gi m ar k er F U T 1 3 

( m a g e nt a), D) s h o w s t h e o v erl a y of all t hr e e pr ot ei n s a n d t h e r e s p e cti v e li n e pr ofil e s. Si z e b ar s = 1  µ m. 

Si n gl e c h a n n el i m a g e s f or Fi g ur e 4. 7  wit h hi g h er m a g nifi c ati o n ar e s h o w n i n Fi g ur e 4. 8 . 
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E) P e a k di st a n c e a n al y si s gr a p h s s h o wi n g t h e m ar k er s ( M U R 3 + F U T 1 3) a n d e a c h m ar k er wit h F U T 1 3 -

B 4 G A L T 1 -C L V R a n d F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R, r e s p e cti v el y. Si g nifi c a n c e w a s a n al y s e d b y Kr u s k al -

W alli s (*** p < 0. 0 0 1). R e s ult s s h o w n fr o m n = 3 bi ol o gi c al r e pli c a s a n d 6 t e c h ni c al r e p e at s.  

 

 

E nl ar g e d si n gl e c h a n n el a n d m er g e d i m a g e s of a n i n di vi d u al r e pr e s e nt ati v e G ol gi 

u s e d f or a n al y si s i n Fi g ur e 4. 7  ar e s h o w n b el o w ( Fi g ur e 4. 8 ) a n d d e m o n str at e t hr e e-

c ol o ur l a b elli n g of a G ol gi b o d y b y t h e i n s erti o n of a s elf -cl e a vi n g m ar k er a n d H u G E.  

 

 

A

B

C

D

F U T 1 3 -B 4 G A L T 1     F U T 1 3 -S T 6 G A L
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Fi g ur e 4. 8 : R e pr e s e nt ati v e a n d hi g h-r e s ol uti o n i m a g e s f or F U T 1 3-B 4 G A L T 1 -C L V R, F U T 1 3 -S T 6 G A L -

C L V R wit h m e di al/ tr a n s-G ol gi m ar k er c o n str u ct fr o m Fi g ur e 4. 7 . 

A) E x a m pl e i m a g e s f or F U T 1 3 -B 4 G A L T 1 -C L V R or F U T 1 3 -S T 6 G A L -C L V R ( gr e e n), B) t h e m ar k er 

F U T 1 3 ( m a g e nt a), C) t h e m e di al -G ol gi m ar k er M U R 3 ( bl u e). D) S h o w s t h e o v erl a y of all t hr e e pr ot ei n s.  

 

4. 4 Di s c u s si o n  

 

O v er all, t h e d at a d e s cri b e d  t h at H u G E s c o ul d b e  l o c ali s e d n ot j u st t o t h e tr a n s-G ol gi, 

b ut al s o t h e  m e di al -G ol gi ci st er n a e , a n d G ol gi ci st er n a e l o c ali s ati o n i s l ar g el y r eli a nt 

o n t h e str u ct ur e of t h e C T S d o m ai n. T hi s s u g g e st e d t h at C T S pl a y a si g nifi c a nt r ol e i n 

dir e cti n g l o c ali s ati o n of t h e H u G E s , a n d s h o w s p e ci e s s p e cifi cit y  ( S c h o b er er et al., 

2 0 1 3) . T ar g eti n g of gl y c o s yl ati o n e n z y m e s t o s p e cifi c r el e v a nt s u b-G ol gi ci st er n a e h a s 

b e e n  s u g g e st e d t o i m pr o v e e n z y m e a cti vit y a n d t o g e n er at e a gr e at er yi el d of s p e cifi c 

gl y c a n str u ct ur e s  ( Str a s s er et al., 2 0 0 9); f or e x a m pl e, G N TI V a n d G N T V pr o d u c e a 

m or e bi - a n d tri - a nt e n n ar y gl y c a n s w h e n e x pr e s s e d i n t h e m e di al -G ol gi t h a n w h e n 

e x pr e s s e d i n t h e tr a n s-G ol gi ( B o s c h  et al., 2 0 1 3 ; C a stil h o et al., 2 0 1 1) . A si mil ar st u d y 

e x pr e s s e d f ull l e n gt h h u m a n β 1, 4 -G al T i n m at ur e N. b e nt h a mi a n a  pl a nt s ( B a k k er et 

al., 2 0 0 1)  i n di c at e d t h at r e s ulti n g gl y c of or m s w er e l ar g el y di ct at e d b y t h e s u b-G ol gi 

l o c ali s ati o n of t h e i n s ert, i n w hi c h g al a ct o s yl at e d gl y c a n s w er e s c ar c e a n d G n G n X F 

w a s a b u n d a nt. A s s u c h t h e  c o n c e pt  t h at β 1, 4-G A L T a n d S T s h o ul d t ar g et diff er e nt 

ci st er n a e of t h e pl a nt G ol gi b o d y i n N. b e nt h a mi a n a  ( S c h o b er er et al., 2 0 1 1; Str a s s er 

et al., 2 0 0 9) w a s al s o f a ct or e d i n d e si g ni n g t h e l o c ali s ati o n of H u G E s. 

 

R e pl a ci n g t h e m a m m ali a n C T S wit h pl a nt -s p e cifi c s e q u e n c e s h a s s h o w n t o b e a v ali d 

a p pr o a c h f or m o dif yi n g  t ar g eti n g a n d e n h a n ci n g e x pr e s si o n l e v el s of m a m m ali a n 

H u G E s i n pl a nt s y st e m s. T h e s e s u c c e s sf ul pr ot ei n e n gi n e eri n g a p pr o a c h e s ar e t h e 

fir st st e p s t o w ar d s a pl a nt-b a s e d e x pr e s si o n s y st e m f or t h e pr o d u cti o n of t h er a p e uti c 

pr ot ei n s of i nt er e st wit h m o difi e d  N -li n k e d gl y c o s yl ati o n. I n a d diti o n, hi g h-r e s ol uti o n 

d y n a mi c c o nf o c al mi cr o s c o p y a n d s elf -cl e a vi n g p e pti d e m ar k er s h a v e b e e n a d a pt e d 

a s a r o b u st a n d ef f e cti v e m et h o d ol o g y f or s u b or g a n ell ar  pr ot ei n l o c ali s ati o n st u di e s 

i n G ol gi b o d y ci st er n a e. H e n c e, t h e r e s ult s o bt ai n e d s u p p ort s e xi sti n g r e s e ar c h o n 

f u n d a m e nt al c o n s er v ati o n of t ar g eti n g m e c h a ni s m s, b a s e d o n t h e pr o p erti e s of 

gl y c o s yl ati o n e n z y m e s a s t y p e II tr a n s m e m br a n e pr ot ei n s ( S c h o b er er et al., 2 0 1 0). 

S p e cifi cit y of t h e l o c ali s ati o n o b s er v e d i n o ur r e s ult s al s o cir c u m v e nt s  s o m e  ri s k t h at 
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r a n d o m i ntr o d u cti o n of H u G E s co ul d  i nt erf er e wit h e n d o g e n o u s gl y c o s yl ati o n a n d l e a d 

t o g e n er ati o n of u n d e sir a bl e or in c o m pl et e N -gl y c a n str u ct ur e s ( C h e n et al., 2 0 1 6).  

 

Pr e c e d e nt i n t h e lit er at ur e f or i n s erti o n of H u G E s f o c u s e s pri m aril y o n t h e i ntr o d u cti o n 

of α -2, 6 -s i ali c a ci d i nt o t h e gl y c a n c h ai n, t hi s b ei n g a m aj or m otif of i nt er e st f or t h e 

pr o d u cti o n of h u m a n t h er a p e uti c s , a n d a n e arl y st u d y o b s er v e d a cti vit y of h u m a n α -

2, 6 -si al yltr a n sf er a s e wit h tr a n s-G ol gi b o d y l o c ali s ati o n, d e m o n str at i n g t h at 

gl y c o s yltr a n sf er a s e s c a n b e s u b c o m p art m e nt ali z e d t o s p e cifi c ci st er n a e of t h e pl a nt 

G ol gi a p p ar at u s  ( W e e et al., 1 9 9 8) . Lit er at ur e al s o pr o vi d e s pr e c e d e nt f or eff e cti v e i n 

pl a nt a  si al yl ati o n of a t h er a p e uti c pr ot ei n a c hi e v e d u si n g a  r e c o m bi n a nt m A b a s 

a c c e pt or s u b str at e o b s er v e d aft er a c hi e vi n g pr o p er s u b c ell ul ar l o c ali s ati o n of a n S T -

G al T c o n str u ct ( C a stil h o  et al., 2 0 1 0)  w h er e b y all a v ail a bl e a c c e pt or s u b str at e s w er e 

si al yl at e d, a s w o ul d b e t h e i nt e n d e d o ut c o m e of t hi s s y st e m. H o w e v er, wit h pr e s e n c e 

of s o m e i n c o m pl et el y pr o c e s s e d str u ct ur e s pr e s e nt attri b ut e d t o o v er e x pr e s si o n of S T -

G al T i nt erf eri n g wit h e n d o g e n o u s gl y c a n  pr o c e s si n g.  
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Pr o gr e s s o n o pti mi si n g l o c ali s ati o n of H u G E s t o t h e l at e G ol gi e n a bl e d t h e n e xt st e p s 

f or g e n er ati n g m a m m ali a n gl y c o m otif s i n pl a nt s a s a vi a bl e pr o d u cti o n s y st e m. Wit h 

ci st er n a e -s p e cifi c e x pr e s si o n a d dr e s s e d, t h e n e xt o bj e cti v e s  w er e  t o e x pr e s s 4 H u G E s 

t o g et h er, at s uffi ci e nt e x pr e s si o n l e v el s, wit h  a s f e w s e p ar at e v e ct or s a s p o s si bl e.  
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5. 1 Pl a nt s y st e m s f o r p r o d u cti o n of r e c o m bi n a nt p r ot ei n s  

Pl a nt s off er t h e p ot e nti al pr o d u cti o n of s c al a bl e, aff or d a bl e, c orr e ctl y f ol d e d pr ot ei n i n 

a h o st i n n at el y t ol er at e d a cr o s s h u m a n a p pli c ati o n s  Pl a nt s y st e m s  l a c k s eri o u s 

c o nt a mi n ati o n t hr e at s ( B ur n ett et al, 2 0 2 0), al o n g si d e t y pi c all y r e d u c e d c o st s ( Ki z h n er 

et al, 2 0 1 5). Pl a nt s y st e m s d e si g n e d f or pr ot ei n pr o d u cti o n h a v e b e e n a f a st -gr o wi n g 

d e v el o p m e nt a n d b e gi n t o c h all e n g e e xi sti n g, w ell -d e v el o p e d a n d tr u st e d m a m m ali a n 

a n d b a ct eri al s y st e m s, a s i n d u str y b e gi n s t o s e e t h e e c o n o mi c a n d bi ol o gi c al 

a d v a nt a g e s  of bi o p h ar mi n g ( M o o n et al, 2 0 1 9). M aj or b e n efit s of pl a nt -b a s e d s y st e m s 

f or r e c o m bi n a nt pr ot ei n pr o d u cti o n ar e l o w-c o st, s u st ai n a bl y s c al a bl e, off er r eli a bl e 

st a bl e or tr a n si e nt e x pr e s si o n, a n d fl e xi bilit y of g e n eti c m o difi c ati o n ( C h e n et al., 2 0 1 6; 

N a g e l s et al., 2 0 1 1). Si g nifi c a nt a d v a n c e s h a v e b e e n m a d e i n i m pr o vi n g yi el d s of 

s ol u bl e t h er a p e uti c pr ot ei n s b y di mi ni s hi n g pr ot e ol yti c d e gr a d ati o n i n pl a nt s y st e m s 

( H e hl e et al., 2 0 1 5) a n d m a ni p ul ati n g E R e x p a n si o n f or c o m pl e x pr ot ei n a s s e m bl y  

(G örit z er  et a l., 2 0 2 5). T h e i n n at e t ol er a n c e of m a m m al s t o pl a nt pr ot ei n s, t hr o u g h 

e v er y d a y c o nt a ct a n d di et, m a k e s pl a nt -pr o d u c e d t h er a p e uti c s hi g hl y d e sir a bl e w h e n 

c o m p ar e d t o t h o s e pr o d u c e d i n v e ct or s, e s p e ci all y s u c h a s b a ct eri a, b e c a u s e of t h eir 

l a c k of a s u b st a nti al i m m u no g e ni c pr ofil e ( N a g el s et al., 2 0 1 1). Si mil arl y, y e a st a n d 

b a ct eri al s y st e m s c a n g e n er at e hi g h ri s k i m m u n o g e ni c c o nt a mi n a nt s i. e. b a ct eri al 

li p o p ol y s a c c h ari d e s a n d t er mi n all y m a n n o s yl at e d gl y c a n str u ct ur e s; ri s k f a ct ors  f or 

t h er a p e uti c a p pli c ati o ns a s t h e y c a n tri g g er d etri m e nt al i m m u n e r e s p o n s e s i n p ati e nt 

(B ur n ett et al., 2 0 2 0 , G o m e s et al., 2 0 1 6).  

 

I n pl a nt G ol gi b o di e s, t he  gl y c o s yl ati o n m a c hi n er y diff er s fr o m t h e m a m m ali a n 

e q ui v al e nt a n d s o i s i n c a p a bl e of pr o d u ci n g s p e cifi c m a m m ali a n gl y c o m otif s a n d a 

s u b s e q u e nt m a m m ali a n -t y p e gl y c o s yl ati o n pr ofil e ( Fi g. 1 ( Str a s s er et al., 2 0 1 4; 

S c h o b er er et al., 2 0 1 8 a; S c h o b er er et al., 2 0 1 8 b). Pl a nt s y st e m s c a n p erf or m t h e 

m aj or p o st tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n f or e u k ar y ot e s, N -li n k e d gl y c o s yl ati o n, b ut d o n ot 

g e n er at e m a m m al -s p e cifi c m otif s w hi c h c a n li mit t h eir eff e cti v e n e s s i n s o m e 

a p pli c ati o n s ( G örit z er et al., 2 0 2 1). T h e i ntr o d u cti o n or a m plifi c ati o n of k e y m a m m ali a n 

gl y c a n s c a n si g nifi c a ntl y i m pr o v e pl a s m a h alf -lif e f or t h er a p e uti c pr ot ei n s w hi c h h a s 

b e e n s h o w n f or e x a m pl e i n a m o difi e d er yt hr o p oi eti n wit h e n h a n c e d e n d t er mi n al 
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si al y ati o n ( S u et al., 2 0 1 0).  T h e a p pli c ati o n s of  t hi s i n pl a nt bi o p h ar mi n g c a n b e 

e xt e n d e d  t o r e d u c e pr e s e n c e of pr o bl e m ati c pl a nt-s p e cifi c gl y c a n str u ct ur e s o n 

s y nt h e si z e d t h er a p e uti c pr ot ei n s ( K o g el m a n n et al., 2 0 2 3; Str a s s er et al., 2 0 0 8).  

N ati v e pl a nt s e n z y m e s c a n f u n cti o n all y N -gl y c o s yl at e e x pr e s s e d h et er ol o g o u s h u m a n 

pr ot ei n s, b ut d o n ot p o s s e s s s p e cifi c m e di al - a n d tr a n s -G ol gi e n z y m e s r e q uir e d f or t h e 

g e n er ati o n of a m ulti -a nt e n n ar y N -gl y c a n c h ai n wit h e n d t er mi n al si ali c a ci d c a p pi n g. 

P l a nt m a c hi n er y will b e a d a pt e d t o pr o d u c e h u m a n gl y c a n p att er n s b y t h e a d diti o n of 

m a m m ali a n e n z y m e s G N TI V a n d G N T V ( N -a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e I V a n d V), 

B 4 G A L T 1 ( β -1, 4 -g al a ct o s yltr a n sf er a s e), a n d S T 6 G A L ( α -2, 6 -si al yltr a n sf er a s e), a n d 

p ot e nti al d o w nr e g ul ati o n of t h e pl a nt e n z y m e s X yl T ( β -1, 2 -x yl o s yltr a n sf er a s e), F U T 1 1 

a n d F U T 1 2 ( α -1, 3 -f u c o s yltr a n sf er a s e s) t o a v oi d i nt erf er e n c e wit h pl a nt gl y c o s yl ati o n 

p att er n s. G N TI V, G N T V, S T 6 G A L a n d B 4 G A L T 1 h a v e b e e n t ar g et e d t o m e di al or 

tr a n s-G ol gi ci st er n a e ( Fi g ur e 5. 1) f or eff e cti v e e n z y m ati c f u n cti o n o n N -gl y c a n 

i nt er m e di at e s ( S c h o b er er et al., 2 0 1 8b ). 
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Fi g ur e 5. 1: S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of s u b -or g a n ell ar or g a ni s ati o n of t h e pl a nt G ol gi b o d y ci st er n a e, 

wit h r el e v a nt ci st er n a e -s p e cifi c m ar k er s c ol o ur -c o d e d.  Or a n g e = ci s -G ol gi t ar g eti n g ( M N S 1, fr o m G ol gi -

α -m a n n o si d a s e I) , p ur pl e = m e di al-G ol gi t ar g eti n g ( M U R 3, fr o m β -1, 2 -g al a ct o s yltr a n sf er a s e) , m a g e nt a 

= tr a n s-G ol gi t ar g eti n g ( S T, fr o m R att u s n or v e gi c u s  α -2, 6 -si al yl tr a n sf er a s e; F U T 1 3, fr o m α -1, 4 -

f u c o s yltr a n sf er a s e). 

 

E xi sti n g pl a nt s y st e m s i n v e sti g at e d f or gl y c o m o difi c ati o n i n r el ati o n t o t h e pr o d u cti o n 

of t h er a p e uti c s h a v e i n v e sti g at e d a v ari et y of gr o wt h f or m s a n d m e a n s of g e n eti c 

m o difi c ati o n. St a bl e ( B o hl e n d er et al., 2 0 2 0) a n d tr a n si e ntl y ( C a stil h o et al., 2 0 1 1) 

a gr o b a ct eri u m -m e di at e d g e n eti c all y m o difi e d m at ur e pl a nt s y st e m s h a v e b e e n 

s u c c e s sf ull y i n v e sti g at e d i n t hi s m a n n er. F or t h e p ur p o s e s of pr o d u ci n g a 

g e n er ali z a bl e pr o d u cti o n pl atf or m i n Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a  t hi s pr oj e ct w a s dir e ct e d 

t o w or ki n g t o w ar d s a st a bl y tr a n sf or m e d li n e of gl y c o m o difi e d t o b a c c o ( Fi g ur e 5. 2 ), 

wit hi n w hi c h a v ari et y of pr ot ei n s of i nt er e st c o ul d b e tr a n si e ntl y e x pr e s s e d.  
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Fi g ur e 5. 2 : B a si c w or kfl o w f or a gr o b a ct eri u m-m e di at e d  e x pr e s si o n f or m at ur e  st a bl e pl a nt r e g e n er ati o n 

i n t o b a c c o. S h o oti n g a n d r o oti n g o c c ur s u n d er a nti bi oti c s el e cti o n i n s oli d m e di a. I m a g e s c oll e ct e d fr o m 

s u c c e s sf ul r e g e n er ati o n of Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a.  

B ot h pl a nt a n d h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s ar e t y p e II m e m br a n e pr ot ei n s 

p o s s e s si n g a si n gl e p a s s si g n al -a n c h or s e q u e n c e pr o vi d e d b y a s h ort N -t er mi n al C T S 

d o m ai n ( ~ 4 0 -7 0 a a), t hi s pr o vi d e s s p e cifi c s u b -G ol gi l o c ali s ati o n a n d a n c h or s t h e 

c at al yti c e n z y m e s u b u nit i nt o t h e G ol gi l u m e n ( S c h o b er er et al., 2 0 1 1 ). T h e C T S r e gi o n 

i s r e s p o n si bl e b ot h f or ori e nt ati o n of t h e e n z y m e’ s c at al yti c d o m ai n i n t h e G ol gi l u m e n, 

a n d pr o vi di n g s u b -G ol gi l o c ali s ati o n, off eri n g a n e x pl a n ati o n t o t h e n o n -u nif or m 

di stri b uti o n of gl y c o s yl ati o n e n z y m e s i n t h e  pl a nt  G ol gi ( Fi g ur e 5. 1) ( S c h o b er er et al., 

2 0 1 1).  
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T o t ar g et H u G E s i n pl a nt a t w o C T S d o m ai n s w er e s el e ct e d fr o m Ar a bi d o p si s t h ali a n a  

r e si d e nt gl y c o s yl ati o n e n z y m e s, a M U R 3 C T S fr o m β -1, 2 -g al a ct o s yltr a n sf er a s e  a s t h e 

m e di al -G ol gi t ar g eti n g d o m ai n a n d a F U T 1 3 C T S fr o m α 1, 4 -f u c o s yltr a n sf er a s e f or 

tr a n s-G ol gi t ar g eti n g. T h e m a m m ali a n C T S d o m ai n s w er e r e pl a c e d wit h t h e 

Ar a bi d o p si s C T S d o m ai n s  pl a c e d u p str e a m of t h e m a m m ali a n c at al yti c d o m ai n 

r e dir e cti n g H u G E l o c ali s ati o n i n a ci st er n a e-s p e cifi c m a n n er ( M c Gi n n e s s et al., 2 0 2 4)  

a n d t h e f oll o wi n g f u si o n pr ot ei n s w er e cr e at e d: M U R 3 -G N TI V, M U R 3 -G N T V, F U T 1 3 -

B 4 G A L T 1, F U T 1 3 -S T 6 G A L. H u G E l o c ali s ati o n t o pl a nt G ol gi ci st er n a e w a s a s s e s s e d 

wit h fl u or e s c e nt m ar k er pr ot ei n s a n d h i g h-r e s ol uti o n c o nf o c al mi cr o s c o p y. Ci st er n a e 

l o c ali s ati o n of H u G E s c a n b e b ot h vi s u ali z e d a n d a n al y s e d u si n g fl u or e s c e n c e 

i nt e n sit y li n e pr ofil e s t o d et er mi n e t h e di st a n c e b et w e e n i n di vi d u al fl u or o p h or e 

e x pr e s si o n p e a k s of m ar k er s a n d H u G E s ( M c Gi n n e s s et al, 2 0 2 2). T hi s r e s e ar c h w a s 

pr er e q ui sit e t o t h e d e v el o p m e nt of st a bl y tr a n sf or m e d H u G E e x pr e s si o n t o b a c c o li n e s 

a n d t h e pr o d u cti o n of h u m a n pr ot ei n s of i nt er e st wit hi n. St a bl e li n e s w er e g e n er at e d 

i n wil d t y p e Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a  ( W T) a n d Ri c h ar d Str a s ser’ s  R N Ai k n o c k -d o w n 

li n e (Δ X F T ) of Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a  wit h r e d u c e d a cti vit y of e n d o g e n o u s pl a nt 

gl y c o s yl ati o n e n z y m e s β 1, 2 -x yl otr a n sf er a s e a n d α 1, 3 -f u c o s yltr a n sf er a s e (Str a s s er et 

al., 2 0 0 8) . 
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5. 2 ai m s:  

1.  E x pr e s si o n of H u G E s  wit h dir e ct e d l o c ali s ati o n t o t h e c orr e ct G ol gi ci st er n a e  i n 

t o b a c c o pl a nt s i n a st a bl e m a n n er, b ot h i n wil d-t y p e pl a nt s a n d t o b a c c o li n e s 

wit h d o w n r e g ul at e d pl a nt gl y c o s yl ati o n  ( ΔX F T).  

2.  A n al y si s of gl y c o s yl ati o n m otif s of h u m a n pr ot ei n s of i nt er e st e x pr e s s e d i n 

t h e s e m o difi e d t o b a c c o li n e s, i n cl u di n g L y s o s o m al a ci d li p a s e ( L A L) a n d 

i m m u n o gl o b uli n s (I g G a n d I g E) 

 

5. 3 R e s ult s  

 

5. 3. 1 O v e rl a p e xt e n si o n P C R s f or H u G E e x pr e s si o n c o n str u ct s  

E xi sti n g s e q u e n c e s f or C T S -m o difi e d H u G E s ( A p p e n di x  3 ) w er e u s e d f or a n o v erl a p-

e xt e n si o n P C R pr ot o c ol t o g e n er at e  c o n str u ct s  wit h b ot h c at al yti c s u b u nit s of m e di al -

G ol gi t ar g eti n g or tr a n s-G ol gi t ar g eti n g c o n str u ct s f u s e d t o g et h er . T h e s e u s e o nl y o n e 

N -t er mi n al C T S d o m ai n ( M U R 3/ F U T 1 3 r e s p e cti v el y) a n d a li n k er d o m ai n b et w e e n 

c at al yti c s u b u nit s. T o b e gi n,  m ulti pl e fr a g m e nt s ( Fi g ur e 5. 3 , P C R s 1-3) of t h e e n z y m e s 

wit h li n k er s w er e g e n er at e d vi a s u c c e s si v e r u n s of o v erl a p e xt e n si o n P C R t o g e n er at e 

a fir st fr a g m e nt of a C T S d o m ai n att a c h e d t o t h e fir st e n z y m ati c d o m ai n a n d a s e c o n d 

fr a g m e nt wit h a li n k er a n d t h e s e c o n d e n z y m e.  

 T h e t w o r e s ulti n g fr a g m e nt s ( Fi g ur e 5. 3, P C R 2 & 3) w er e c o m bi n e d t o f or m a si n gl e 

c o m pl e x c o n si sti n g of a C T S d o m ai n, t h e fir st e n z y m ati c d o m ai n, a li n k er a n d t h e 

s e c o n d e n z y m ati c d o m ai n ( Fi g ur e 5. 3, P C R 4) t o f or m t h e fi n al i n s ert. T hi s r e s ult e d i n 

m e di al -G ol gi f u si o n M U R 3 -G N T 4 5 ( 3 5 3 5 b p) or tr a n s-G ol gi f u si o n F U T 1 3 -B 4 S T 6 

( 1 8 0 7 b p) ( A p p e n di x 5 ). I n s ert s w er e t h e n cl o n e d wit h G at e w a y o v er h a n g s f or u s e i n 

G at e w a y cl o ni n g . V e ct or s u s e d  (K ari mi et al., 2 0 0 2)  f or d o wn str e a m st a bl e pl a nt 

e x pr e s si o n w er e p H 7 W G 2 (i n t h e c o nt e xt of t hi s r e s e ar c h r eff ere d  t o a s 3 8 8) t o 

g e n er at e a M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 e x pr e s si o n v e ct or e n c o di n g a H y gr o m y ci n r e si st a n c e 

f or pl a nt st a bl e tr a n sf or m ati o n. Si mil arl y t h e v e ct or p K 7 W G 2 (i n t h e c o nt e xt of t hi s 

r e s e ar c h r eff er e d t o a s 3 8 9) w a s u s e d t o g e n er at e a F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 e x pr e s si o n 

v e ct or e n c o di n g a K a n a m y ci n r e si st a n c e.  
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Fi g ur e 5. 3 S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of w or kfl o w f or o v erl a p -e xt e n si o n P C R  t o g e n er at e H u G E f u si o n 

pr ot ei n s. P C R n u m b er (l eft) i n di c at e s st a g e at w hi c h i nt er m e di at e fr a g m e nt s g e n er at e d. T h e m e di al -

G ol gi f u si o n M U R 3 -G N T 4 5 c o n si st s of a n N -t er mi n al M U R 3-C T S d o m ai n t ar g eti n g t o t h e m e di al -G ol gi 

( p ur pl e), att a c h e d t o t h e c at al yti c d o m ai n fr o m G N TI V ( y ell o w), w hi c h i s s u b s e q u e ntl y att a c h e d t o t h e 

c at al yti c d o m ai n of G N T V ( bl u e) wit h a li n k er, g e n er ati n g a m e di al -t ar g eti n g ( p ur pl e) t w o-e n z y m e 

c o n str u ct. T h e s a m e r ati o n al e i s a p pli e d f or tr a n s-G ol gi f u si o n F U T 1 3 -B 4 S T 6, a n N -t er mi n al F U T 1 3-

C T S d o m ai n ( m a g e nt a) t ar g eti n g t h e tr a n s-G ol gi ( m a g e nt a) f u s e d t o t h e c at al yti c d o m ai n f or b ot h 

B 4 G A T L 1 ( B 4, gr e e n) a n d S T 6 G A L ( S T 6, r e d).  
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T o st u d y t h e s u b c ell ul ar a n d s u b or g a n ell ar l o c ali s ati o n H u G E s  i n c h a pt er 2, t h e 

d e si g n i n cl u d e d fl u or o p h or e  f u si o ns  f or vi s u ali z ati o n. All m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n 

e n z y m e s w er e pr ef er e nti all y gi v e n C -t er mi n al fl u or o p hor e t a g s t o a s s e s s l o c ali s ati o n. 

A s t y p e II m e m br a n e pr ot ei n s t h e y n ati v el y p o s s e s s a si n gl e p a s s N -t er mi n al si g n al-

a n c h or d o m ai n t h at dir e ct s l o c ali s ati o n wit hi n t h e m a m m ali a n G ol gi a n d a ct s a s a 

m e m br a n e a n c h or f or t h e e m b e d d e d e n z y m e ( S ai nt-J or e -D u p a s et al., 2 0 0 6 ). U s e of 

a C -t er mi n al fl u or e s c e nt t a g w o ul d li mit i nt erf er e n c e wit h l o c ali s ati o n t h at a n N-t er mi n al 

fl u or e s c e nt t a g c o ul d c a u s e. H u G E s w er e i niti ally e x pr e s s e d a s fl u or e s c e nt pr ot ei n 

f u si o n s f or t h e p ur p o s e of a s s e s si n g l o c ali s ati o n. Q u a ntifi c ati o n of C T S-H u G E s 

i n di c at e d t h at h u m a n e n z y m e s c a n b e m o difi e d wit h pl a nt C T S d o m ai n s f or r e dir e ct e d 

l o c ali s ati o n wit hi n t h e pl a nt G ol gi st a c k. F oll o wi n g t hi s su c c e s s t h e d u al e n z y m e f u si o n 

c o n str u ct s M U R 3 -G N T 4/ 5 a n d F U T 1 3 -B 4/ S T 6 ( Fi g ur e 5. 4) u s e d f or N -gl y c o s yl ati o n 

m o difi c ati o n w er e  e x pr e s s e d wit h o ut fl u or o p h or e s i n tr a n si e nt a n d st a bl e pl a nt s t o 

pr e v e nt i nt erf er e n c e wit h pr ot ei n or gl y c a n pr o d u cti o n a s a n i n d u str y r e a di n e s s 

c o n si d er ati o n. I n a n e st a bli s h e d e x pr e s si o n s y st e m f or pr ot ei n pr o d u cti o n, a b s e n c e of 

fl u or o p h or e s i s pr ef err e d t o pr e v e nt a n y i nt er a cti o n s wit h t a g gi n g.   
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Fi g ur e 5. 4: S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of H u G E f u si o n pr ot ei n s . T h e m e di al-G ol gi f u si o n M U R 3 -G N T 4 5 

c o n si st s of a n N -t er mi n al M U R 3-C T S d o m ai n t ar g eti n g t o t h e m e di al -G ol gi ( p ur pl e), att a c h e d t o t h e 

c at al yti c d o m ai n fr o m G N TI V ( y ell o w), w hi c h i s s u b s e q u e ntl y att a c h e d t o t h e c at al yti c d o m ai n of G N T V 

( bl u e), g e n er ati n g a m e di al -t ar g eti n g ( p ur pl e) t w o-e n z y m e c o n str u ct. T h e s a m e r ati o n al e i s a p pli e d f or 

tr a n s-G ol gi f u si o n F U T 1 3 -B 4 S T 6, a n N -t er mi n al F U T 1 3-C T S d o m ai n ( m a g e nt a) t ar g eti n g t h e tr a n s-

G ol gi ( m a g e nt a) f u s e d t o t h e c at al yti c d o m ai n f or b ot h B 4 G A T L 1 ( B 4, gr e e n) a n d S T 6 G A L ( S T 6, 

or a n g e).  

 

5. 4 Pl a nt r e g e n er ati o n  

 

S u c c e s sf ul d e v el o p m e nt a n d t e sti n g of t h e M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 a n d F U T 1 3 -

B 4 S T 6 G A L -3 8 9 v e ct or s w er e t h e pr er e q ui sit e st e p s n e c e s s ar y f or t h e d e v el o p m e nt of 

st a bl y tr a n sf or m e d t o b a c c o li n e s e x pr e s si n g H u G E s f or N -li n k e d gl y c o m o difi c ati o n.  

T h e s e li n e a g e s pr o vi d e d a s u p pl y of pl a nt ti s s u e t o a s s e s s f or H u G E a cti vit y  b y 

s cr e e ni n g f or eff e cti v e n e s s of m o difi c ati o n m a d e i n t er m s of t h e m a m m ali a n s p e cifi c 

N -Gl y c a n str u ct ur e s pr o d u c e d. P l a nt r e g e n er ati o n m et h o d s utili s e d e n s ur e s el e cti o n 

pr e s s ur e o n all tr a n sf or m e d pl a nt  c ell s  ( Fi g ur e 5. 5) fr o m t h e b e gi n ni n g a s  m at ur e 

ti s s u e i nt o s h o ot d e v el o p m e nt a n d r o ot f or m ati o n, e n s uri n g pl a nt s m ai nt ai n 

tr a n s g e n e s. Pr e s e n c e of i n s ert s wer e  i niti all y s cr e e n e d b y r e v er s e tr a n s cri pti o n P C R 

( R T-P C R)  of 3 0 0 b p s e q u e n c e s s p e cifi c t o e a c h H u G E .  
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Fi g ur e 5. 5 : E x a m pl e s h o ot gr o wt h f or m at ur e st a bl e pl a nt tr a n sf or m ati o n. L eft: S u c c e s sf ul gr o wt h a n d 

s h o ot d e v el o p m e nt of tr a n sf or m e d ti s s u e i n s oli d s h o oti n g m e di a , w hit e arr o w s i n di c at e li k el y s h o ot s f or 

tr a n sf er. Ri g ht: S u c c e s sf ull y d e v el o p e d s h o ot s tr a n sf err e d o nt o r o oti n g m e di a t o sti m ul at e r o ot 

d e v el o p m e nt, will  b e gr o w n i nt o st a bl y tr a n sf or m e d m at ur e pl a nt s.  

 

 

G e n er ati n g st a bl e li n e s i n t hi s m a n n er t a k e s s e v er al m o nt h s, s o pr o p er c o ntr ol s w er e 

e s s e nti al. T hi s a s si st e d eff e cti v e m et h o d ol o gi c al pr a cti c e t o r e d u c e t h e n u m b er of 

u n s u c c e s sf ul att e m pt s, w hi c h w er e li mit e d b y pr oj e ct ti m e c o n str ai nt s. P o siti v e 

c o ntr ol s  wit h wil d t y p e ti s s u e a n d n o s el e cti o n a g e nt ( Fi g ur e 5. 6, A) w er e u s e d t o 

g e n er at e n o n -s p e cifi c gr o wt h, a n d s o i n di c at e eff e cti v e n e s s of h o u s e k e e pi n g 

a nti bi oti c s (t h at di d n ot s el e ct a g ai n st pl a nt ti s s u e) at pr e v e nti n g a gr o b a ct eri u m 

o v er gr o wt h or ot h er c o nt a mi n ati o n b y mi cr o b e s t h at w o ul d hi n d er s u c c e s sf ul 

r e g e n er ati o n, a n d a p pr o pri at e bl e a c hi n g t h at d o e s n ot c a u s e u n n e c e s s ar y ti s s u e 

d e at h. T h e s e c o ntr oll e d f or eff e cti v e n e s s of gr o wt h c o n diti o n s, i n p arti c ul ar t h e pl a nt 

h or m o n e eff e cti v e n e s s i n e a c h m e di a b at c h a n d r e g e n er ati o n r u n f or t h e s u c c e s sf ul 

pr o d u cti o n of s h o ot s or r o ot s. T hi s h el p e d t o tr o u bl e s h o ot a n y g e n er al m et h o d i s s u e s 

n ot a s s o ci at e d wit h t h e t e st li n e s s p e cifi c all y, i n cl u di n g t h e eff e cti v e n e s s of t h e 

bl e a c hi n g pr ot o c ol, g e n er al st eril e e n vir o n m e nt a n d ti mi n g of pl a nt r e g e n er ati o n i n 

a b s e n c e of s el e cti o n.  
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 N e g ati v e c o ntr ol pl at e s ( Fi g ur e 5. 6, B) of wil d t y p e ti s s u e i n pr e s e n c e of s el e cti o n 

w er e u s ef ul s p e cifi c all y t o i n di c at e eff e cti v e n e s s of t h e s el e cti o n a g e nt at pr e v e nti n g 

n o n -s p e cifi c gr o wt h. A b s e n c e of h e alt h y l e af ti s s u e o n t h e s e pl at e s i n di c at e s 

s u c c e s sf ul eli mi n ati o n of n o n -s p e cifi c gr o wt h, i n di c ati n g o nl y tr a n sf or m e d ti s s u e 

e n c o di n g a r e si st a n c e t o s el e cti o n c o ul d gr o w. Eli mi n ati n g n o n -s p e cifi c gr o wt h i n t hi s 

m a n n er pr e v e nt s ti m e w a st a g e i n s cr e e ni n g pl a nt ti s s u e t h at m a y n ot h a v e b e e n 

s u c c e s sf ull y tr a n sf or m e d i niti all y a n d pr e v e nt s tr a n sf or m e d ti s s u e c o m p eti n g f or 

gr o wt h wit h wil d t y p e ti s s u e.  

S u c c e s sf ul t e st pl at e s ( Fi g ur e 5. 6, C) t y pi c all y s h o w l ar g e z o n e s of ti s s u e d e at h wit h 

s m all ar e a s of h e alt h y gr o wt h ( Fi g ur e 5. 6, C, w hit e arr o w s), i n di c ati n g pr e s e n c e of 

s el e cti o n a n d tr a n sf or m e d ti s s u e wit h r e si st a n c e t o it. A b s e n c e of c o nt a mi n ati o n o n 

th e pl at e i n di c at e s s u c c e s s of i niti al h a n dli n g, bl e a c hi n g a n d h o u s e k e e pi n g a nti bi oti c s. 

T a k e n t o g et h er, t hi s m et h o d w a s s u c c e s sf ull y u s e d t o g e n er at e Ni c oti a n a 

b e nt h a mi a n a  li n e s t h at w o ul d li k el y t o e x pr e s s o n e or b ot h v e ct or s d e si g n e d t o e x pr e s s 

H u G E s i n pl a nt s b ut r e q uir e d f urt h er s cr e e ni n g t o e n s ur e s u c c e s sf ul tr a n sf or m ati o n.  A 

t ot al of 8 5 pl a nt s w er e g e n er at e d a cr o s s all li n e s ( T a bl e 5. 1). 
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Fi g ur e 5. 6 : M at ur e st a bl e pl a nt tr a n sf or m ati o n pl at e s at 1 4 d a y s p o st r e g e n er ati o n. A: W T ti s s u e p o siti v e 

c o ntr ol wit h o ut s el e cti o n  a g e nt, li vi n g ti s s u e wit h n o n -s p e cifi c gr o wt h i n a b s e n c e of s el e cti o n. B: 

N e g ati v e c o ntr ol wit h s el e cti o n a g e nt, s el e cti o n a g ai n st ti s s u e wit h o ut i n s ert c o nt ai ni n g r e si st a n c e g e n e 

l e a d s t o l o s s of c ol o ur a n d c ell d e at h. C: T e st pl at e wit h tr a n sf or m e d ti s su e a n d s el e cti o n a g e nt, w hit e 

z o n e s of s el e cti o n o c c ur  al o n g si d e gr e e n ar e a s of s p e cifi c gr o wt h wit h s el e cti o n r e si st a n c e d u e  t o 

pr e s e n c e of tr a n sf or m ati o n i n s ert ( w hit e arr o w s).  
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St a bl e li n e s ( Fi g ur e 5. 7 ) w er e i niti all y g e n er at e d e x pr e s si n g o nl y t h e M U R 3 -G N T 4 5 -

3 8 8 i n W T Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a  pl a nt s a s a t e st c a s e. L at er li n e s e x pr e s s e d b ot h 

M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 a n d F U T 1 3 -B 4 S T 6 G A L -3 8 9 v e ct or s i n ∆ X F T N. B li n e s . 

 

 

Fi g ur e  5. 7 : L a y o ut e x a m pl e of r e c or d e d st a bl e pl a nt li n e a g e s g e n er at e d. I n di vi d u al pl a nt gr o wt h a n d 

c oll e cti o n s w er e  c ar ef ull y r e c or d e d a n d gr o u p e d b y v e ct or u s e d . D at e s r e g e n er at e d a n d p ott e d w er e 

r e c or d e d b ot h t o tr a c k li n e a g e s a n d pr o vi d e a ti m eli n e. 3 5  pl a nt s w er e s u c c e s sf ull y gr o w n tr a n sf or m e d 

wit h t h e fir st v e ct or  M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8, 3 1 e x pr e s si n g b ot h M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 a n d F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9. 

T 1 s e e dli n g s ( s e e d s fr o m T 0 pl a nt s) of T 0 g e n er at e d pl a nt s (r e g e n er at e d pl a nt s) w er e l at er s cr e e n e d 

b y R T -P C R t o c o nfir m pr e s e n c e  of tr a n s cri pt.  

 

T ot al n u m b er of st a bl y tr a n sf or m e d pl a nt s t h at r e a c h e d m at urit y a n d pr o d u c e d s e e d s 

f or s cr e e ni n g w er e l o g g e d ( Fi g ur e 5. 7) wit h s uffi ci e nt n u m b er s pr o d u c e d t o a c c o u nt 

f or p ot e nti al v ari ati o n i n e x pr e s si o n i nt e n sit y w h e n s cr e e n e d b y R T-P C R, a n d t o 

a c c o u nt f o r l o w s ur vi v al r at e of pl a nt s t hr o u g h o ut r e g e n er ati o n pr ot o c ol ( T a bl e 5. 1).  
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T a bl e: 5. 1 : M at ur e r e g e n er at e d pl a nt s pr o d u c e d. O ri gi n al pl a nt li n e a g e, i n s ert f or tr a n sf or m ati o n a n d 

t ot al n u m b er of st a bl e pl a nt s g e n er at e d t h at r e a c h e d m at urit y a n d pr o d u c e d s e e d s s uit a bl e f or H u G E 

e n z y m e e x pr e s si o n s cr e e ni n g.  

Pl a nt li n e a g e  I n s ert & S el e cti o n a nti bi oti c N u m b er  of 

m at ur e  pl a nt s 

g e n er at e d  

W T N. B e nt h a mi a n a  3 8 8 - H y gr o m y ci n  3 5  

∆ X F T N. B e nt h a mi a n a  3 8 8 -H y gr o m y ci n  &  3 8 9 -

K a n a m y ci n  

5 0  

 

5. 5 C o nfir mi n g st a bl e s: R T -P C R  

R e m o v al of fl u or o p h or e s fr o m t h e H u G E c o n str u ct s n e c e s sit at e d  a diff er e nt m et h o d 
of i d e ntif yi n g s u c c e s sf ul i n s ert e x pr e s si o n. G e n er ati n g st a bl e pl a nt s wit h t h e gi v e n 
m et h o d ol o g y w a s  n ot g u ar a nt e e d t o  s u c c e e d , a n d t h er e w er e  li k el y v ari ati o n of 
tr a n s cri pti o n b et w e e n i n di vi d u al pl a nt s. T h er ef or e, st a bl e pl a nt s w er e s cr e e n e d f or 
c o n str u ct e x pr e s si o n b y R T -P C R t o c o nfir m pr e s e n c e of H u G E -s p e cifi c tr a n s cri pt s 
( Fi g ur e 5. 8 ). 14 -d a y s e e dli n g s of t h e T 1 g e n er ati o n of e a c h li n e w er e s el e ct e d a s 
a p pr o pri at e t o s cr e e n. Pri m er s w er e d e si g n e d a g ai n st 3 0 0 b p fr a g m e nt s f or e a c h of 
t h e H u G E i n s ert s wit hi n t h e t w o e x pr e s si o n c a s s ett e s (M U R 3 -G N T 4, M U R 3 -G N T 5, 
F U T 1 3 -B 4 G A L T 1, F U T 1 3 -S T 6 G A L)  t o i d e ntif y tr a n s cri pts i n pl a nt a. A s t h e s e  
s e q u e n c e s d o n ot o c c ur n ati v el y i n pl a nt s, t hi s w o ul d eff e cti v el y i n di c at e pr e s e n c e of 
t h e tr a n s cri pt f or e a c h H u G E i n s ert, a n d r e s ult s w er e c o m p ar e d a g ai n st wil d-t y p e 
ti s s u e a s a c o ntr ol ( Fi g ur e 5. 8).  



1 3 5  
 

 

Fi g ur e 5. 8 : E x a m pl e R T -P C R g el of t hr e e T 1 s e e dli n g s a s s e s s e d f or e x pr e s si o n of all f o ur  H u G E i n s erts . 

Arr o w i n di c at e s 3 0 0 B P b a n di n g. W T = wil d t y p e pl a nt wit h o ut tr a n sf or m ati o n s cr e e n e d  a s n e g ati v e 

c o ntr ol . Δ X F T = X yl o s e/ F u c o s e d efi ci e nt R N Ai t o b a c c o li n e wit h o ut tr a n sf or m ati o n s cr e e n e d a s 

n e g ati v e c o ntr ol.  G N T 4 5 # 0 1 = st a bl e pl a nt  li n e g e n er at e d wit h t h e M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 c o n str u ct, w h er e 

N i s li n e a g e n u m b er. N o b a n d s ar e vi si bl e f or W T or Δ X F T  c o ntr ol , n or o n P C R c o ntr ol. 3 0 0 B P b a n d s 

pr e s e nt f or b ot h G N T 4 a n d G N T 5  f or M U R 3 -G N T 4 5 # 0 1 s e e dli n g s . Bl a c k li n e s i n di c at e si z e s i n b p fr o m 

l a d d er. 

 

T h e fir st st a bl e li n e a g e s w er e g e n er at e d e x pr e s si n g t h e M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 v e ct or f or 

M U R 3 -G N T 4 a n d M U R -G N T 5 u si n g h y gr o m y ci n s el e cti o n. R T -P C R of 1 4 -d a y T 1 

s e e dli n g s f or t h e fir st f o ur st a bl e pl a nt li n e a g e s g e n er at e d ( G N T 4 5 # 0 1 -0 4) i d e ntifi e d 

p o siti v e b a n d s f or b ot h c o n str u ct s ( M U R 3 -G N T 4 + M U R 3 -G N T 5) a cr o s s all pl a nt s 

s cr e e n e d ( Fi g ur e 5. 9 ). N o b a n d s w er e s e e n i n t h e wil d-t y p e n e g ati v e c o ntr ol or t h e 

P C R c o ntr ol. T hi s i n di c at e s  H u G E  tr a n s cri pt pr e s e n c e f or M U R 3-G N T 4 5 -3 8 8  t h at 

w er e  s p e cifi c t o t h e m o difi e d pl a nt s  i n t h e s e f o ur li n e s. 
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Fi g ur e 5. 9 : R T-P C R g el of f o ur T 1 s e e dli n g s a s s e s s e d f or e x pr e s si o n of a G N T 4 & G N T 5 i n s ert. Arr o w 

i n di c at e s 3 0 0 B P b a n di n g. W T = wil d t y p e pl a nt wit h o ut tr a n sf or m ati o n s cr e e n e d. G N T 4 5 # N N = st a bl e 

pl a nt s g e n er at e d wit h t h e M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 c o n str u ct, w h er e N i s li n e a g e n u m b er. N o b a n d s w er e  

vi si bl e f or W T c o ntr ol or o n P C R c o ntr ol. 3 0 0 B P b a n d s w er e  pr e s e nt f or b ot h G N T 4 a n d G N T 5 a cr o s s 

f o ur st a bl e pl a nt s. Bl a c k li n e s i n di c at e si z e s i n b p fr o m l a d d er.  

 

 

F oll o wi n g g e n er ati o n a n d p o siti v e s cr e e ni n g of t h e G N T 4 5 # N N li n e s, G N T 4 5 # 0 1  w a s 

u s e d a s a s u c c e s sf ul st a bl e li n e a g e f or t h e e x pr e s si o n of M U R 3 -G N T 4 & M U R 3 -

G N T 5. T hi s e st a bli s h e d a s u c c e s sf ul tr a n sf or m ati o n m et h o d ol o g y. T o a c hi e v e 

gl y c o s yl ati o n i nt e n d e d still r e q uir e d f urt h er m o difi c ati o n b y t h e st a bl e c o -e x pr e s si o n of 

t h e 3 8 9 v e ct or  t o i ntr o d u c e t h e i n s ert s F U T 1 3-B 4 G A L T 1 a n d F U T 1 3 -S T 6 G A L i nt o t h e 

pl a nt tr a n s-G ol gi ( Fi g ur e 5. 4 ). T w o str at e gi e s w er e t e st e d f or e x pr e s si o n of all f o ur 

H u G E s; tr a n si e nt e x pr e s si o n of t h e F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 v e ct or i nt o g e n er at e d st a bl e 

G N T 4 5 # N N li n e s, or c o -e x pr e s si o n of t h e M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 a n d F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 

c a s s ett e s i nt o Δ X F T  pl a nt s f or st a bl e li n e s.  

 



1 3 7  
 

Tr a n si e nt e x pr e s si o n of t h e F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 c a s s ett e i nt o g e n er at e d st a bl e 

G N T 4 5 # N N li n e s w er e  fir st t e st e d ( Fi g ur e 5. 1 0 ) a s t h e f a st e st a p pr o a c h f or a c hi e vi n g 

e x pr e s si o n of f o ur H u G E s, wit h t h e i nt e nti o n t o pr o vi d e r a pi d r e s ult s a n d t e st 

e x pr e s si o n b ef or e c o m mitti n g t o t h e l e n gt h y pl a nt r e g e n er ati o n pr ot o c ol wit h b ot h 

M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 a n d F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 c a s s ett e s. R T -P C R w a s p erf or m e d 

a g ai n st 3 0 0 B P s e q u e n c e s i n di vi d u al t o e a c h of t h e 4 H u G E s f or wil d t y p e ti s s u e,  

m at ur e G N T 4 5 # 0 1  ti s s u e, a n d t w o r e p e at s of GN T 4 5 # 0 1  m at ur e pl a nt s t h at h a d 

u n d er g o n e tr a n si e nt a gr o b a ct eri u m m e di at e d e x pr e s si o n of t h e F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 

c a s s ett e. N o b a n d s w er e s e e n o n eit h er t h e W T or t h e P C R n e g ati v e c o ntr ol. B a n d s 

f or M U R 3-G N T 4 a n d M U R 3 -G N T 5 w er e vi si bl e o n e a c h of t h e G N T 4 5 # 0 1  pl a nt s 

t e st e d, h o w e v er n o b a n d s w er e pr e s e nt f or F U T 1 3-B 4 G A L T 1 or F U T 1 3 -S T 6 G A L i n 

a n y c o n diti o n.  

 



1 3 8  
 

 

Fi g ur e 5. 1 0 : R T-P C R g el of f o ur T 1 s e e dli n g s a s s e s s e d f or mi x e d st a bl e a n d tr a n si e nt e x pr e s si o n of all 

4 H u G E i n s ert s. Arr o w i n di c at e s 3 0 0 B P b a n di n g o n l a d d er. W T = wil d t y p e pl a nt s cr e e n e d. G N T 4 5 # N N = 

st a bl e pl a nt s g e n er at e d wit h t h e M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 c o n str u ct, w h er e N  i s li n e a g e n u m b er. S a m pl e s 

w er e l a b ell e d + 3 8 9 tr a n s i n di c at e s m at ur e pl a nt tr a n si e nt a gr o b a ct eri u m m e di at e d e x pr e s si o n of t h e 

F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 i nt o st a bl e G N T 4 5 # li n e. N o b a n d s w er e  vi si bl e f or W T c o ntr ol or o n P C R c o ntr ol. 

3 0 0 B P b a n d s w er e  pr e s e nt f or b o t h G N T 4 a n d G N T 5 a cr o s s t h e t hr e e st a bl e pl a nt li n e s. N o b a n d s 

w er e  pr e s e nt i n a n y c o n diti o n f or B 4 G A L T 1 or S T 6 G A L 1.  Bl a c k li n e s i n di c at e si z e s i n b p fr o m l a d d er.  

 

 

 

F oll o wi n g u n s u c c e s sf ul R T -P C R f or att e m pt s t o tr a n si e ntl y e x pr e s s t h e F U T 1 3 -

B 4 S T 6 -3 8 9 v e ct or i nt o st a bl e G N T 4 5 li n e s ( Fi g ur e 5. 1 1 ), a n alt er n ati v e o pti o n w a s 
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e x pl or e d. M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 a n d F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 v e ct or s w er e c o -e x pr e s s e d 

u n d er d u al k a n a m y ci n a n d h y gr o m y ci n s el e cti o n i nt o Δ X F T  pl a nt s t o g e n er at e st a bl e 

li n e s. R T-P C R of 1 4 -d a y T 1 i d e ntifi e d p o siti v e b a n d s f or all f o ur H u G E tr a n s cri pt s 

( M U R 3-G N T 4, M U R 3 -G N T 5, F U T 1 3 -B 4 G A L T 1, F U T 1 3 -S T 6 G A L) i n F U T 1 3 -B 4 S T 6 -

3 8 9 s e e dli n g s ( Fi g ur e 5. 1 1 ). T hi s i n di c at e s H u G E tr a n s cri pt pr e s e n c e f or M U R 3 -

G N T 4 5 -3 8 8 a n d F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 , a n d s o i n t h e or y s u c c e s sf ul g e n er ati o n of st a bl e 

li n e s e x pr e s si n g b ot h 3 8 8 a n d 3 8 9 v e ct or s.  

 

 

Fi g ur e 5. 1 1 : R T-P C R g el f or T 1 s e e dli n g s a s s e s s e d f or st a bl e e x pr e s si o n of H u G E i n s ert s. Arr o w 

i n di c at e s 3 0 0 B P b a n di n g o n l a d d er. G N T 4 5 # 0 1 = st a bl e pl a nt g e n er at e d wit h t h e M U R 3-G N T 4 5 -3 8 8 

c o n str u ct. G N T 4 5 + B 4 S T 6 # 0 1 = st a bl e pl a nt g e n er at e d wit h c o -e x pr e s si o n oft h e M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 a n d 

F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 c o n str u ct s. 3 0 0 B P b a n d s ar e pr e s e nt f or b ot h G N T 4 a n d G N T 5 i n t h e G N T 4 5 # 0 1 

li n e, wit h b a n d s pr e s e nt f or all 4 H u G E i n s ert s i n G N T 4 5 + B 4 S T 6 # 0 1 s e e dli n g s. Bl a c k li n e s i n di c at e 

si z e s i n b p fr o m l a d d er.  
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5. 4 E x pr e s si n g h u m a n pr ot ei n s of i nt er e st  

 

I niti al i nfiltr ati o n s of h u m a n L A L a s a fl u or e s c e nt pr ot ei n f u si o n h a d s h o w n s u c c e s sf ul 

e x pr e s si o n a n d l o c ali s ati o n t o G ol gi b o di e s , d e m o n str ati n g a p p ar e nt c o-l o c ali s ati o n 

wit h t h e tr a n s-G ol gi m ar k er S T -e G F P  ( Fi g ur e 5. 1 2 ). H o w e v er,  l o w tr a n sf or m ati o n 

effi ci e n c y  of t h e fl u or o p h or e f u si o n w a s a n i s s u e, wit h e x pr e s si o n f o u n d i n a n 

e xtr e m el y l o w pr o p orti o n of t o b a c c o c ell s t e st e d, wit h a mi ni m al n u m b er of c ell s 

str o n gl y e x pr e s si n g t h e c o n str u ct . 

 

Fi g ur e 5. 1 2 : C o-l o c ali s ati o n of L A L-m R F P wit h t h e G ol gi m ar k er S T -e G F P. L A L -m R F P ( m a g e nt a) i s 

c o -e x pr e s s e d wit h t h e tr a n s-G ol gi m ar k er S T -e G F P ( s h o w n i n gr e e n). Di s pl a y s a s u b c ell ul ar vi e w of 

L A L -m R F P wit h S T -e G F P t o i n di c at e di sti n ct l o c ali s ati o n t o t h e G ol gi b o d y.  I n s et s h o w s e nl ar g e d 

str u ct ur e s i n di c ati n g c o -l o c ali s ati o n. Si z e b ar s = 1 µ m. R e pr e s e nt ati v e i m a g e s ar e s h o w n; n = 3 wit h 5 

t e c h ni c al r e pli c a s e a c h. 

 

T o i d e ntif y i s s u e s wit hi n t h e ori gi n al L A L pr ot ei n s e q u e n c e, Si g n al P a n al y si s w a s r u n 

o n t h e L A L a a s e q u e n c e t o i d e ntif y p ot e nti al e x pl a n ati o n s of l o w e x pr e s si o n yi el d s i n 

t h e s e q u e n c e ( Fi g ur e 5. 1 3 ). T h e ori gi n al h u m a n L A L s e q u e n c e w a s pr e di ct e d t o 

f e at ur e a n e n d o g e n o u s si g n al p e pti d e at a a 1-2 2. A s t hi s si g n al p e pti d e w o ul d li k el y 

b e cl e a v e d a s p art of t ar g et e d l o c ali s ati o n wit hi n t h e m a m m ali a n G ol gi d uri n g 

s y nt h e si s it i s p o s si bl e t h at t h e pl a nt s y st e m i s l a c ki n g t h e c orr e ct m e c h a ni s m f or t hi s 



1 4 1  
 

pr o c e s s d u e t o diff er e n c e s i n h o st ar c hit e ct ur e, a n d t hi s c o ul d l e a d t o t h e p o or 

e x pr e s si o n i d e ntifi e d.  

 

 

Fi g ur e 5. 1 3 : S e q u e n c e a n al y si s of L A L u si n g Si g n al P. Si g n al P o ut p ut of L A L s e q u e n c e i n di c at e s a 

pr e di ct e d li p o pr ot ei n si g n al p e pti d e  ( S e c/ S PII) sit e p o siti o n i n t h e s e q u e n c e b et w e e n 1 -2 2 a a wit h a 

pr o b a bilit y of 0. 7 6 8 2.  

 

I n r e s p o n s e, a m o difi e d L A L c o n str u ct l a c ki n g t h e e n d o g e n o u s si g n al p e pti d e w a s 

cr e at e d a n d t er m e d L A L Δ 1 -2 2, b a s e d o n pr e di ct e d si g n al p e pti d e p o siti o n ( Fi g ur e 

5. 1 3 ). L A L Δ 1-2 2 w a s f u s e d t o a C -t er mi n al m R F P a n d c o-e x pr e s s e d wit h t h e tr a n s-

G ol gi m ar k er S T -G F P ( Fi g ur e 5. 1 4 ). L A L Δ 1-2 2 -m R F P s h o w e d t h e s a m e g e n er al 

l o c ali s ati o n a s L A L-m R F P a n d c o -l o c ali s e d wit h t h e tr a n s-G ol gi m ar k er S T -e G F P. 

C o n cl u di n g t h at t h e r e m o v al of t h e si g n al p e pti d e di d n ot s e e m t o dr a sti c all y i m p a ct 

o n l o c ali s ati o n.  
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Fi g ur e 5. 1 4 : C o-l o c ali s ati o n of L A L Δ 1 -2 2 -m R F P  wit h t h e G ol gi m ar k er S T -e G F P. L A L -m R F P ( m a g e nt a) 

i s c o-e x pr e s s e d wit h t h e tr a n s-G ol gi m ar k er S T -e G F P  ( s h o w n i n gr e e n). Di s pl a y s a s u b c ell ul ar vi e w of 

L A L Δ 1 -2 2 -m R F P  wit h S T -e G F P t o i n di c at e di sti n ct l o c ali s ati o n t o t h e G ol gi b o d y.  Si z e b ar s = 5 µ m. 

R e pr e s e nt ati v e i m a g e s ar e s h o w n; n = 3 wit h 5 t e c h ni c al r e pli c a s e a c h. 

 

T o q u a ntit ati v el y a s s e s s i m pr o v e m e nt s i n e x pr e s si o n, c ell c o u nt s w er e p erf or m e d 

u si n g a 1 0 x o bj e cti v e l e n s t o a s s e s s t h e pr o p orti o n of c ell s e x pr e s si n g L A L Δ 1 -2 2 

( Fi g ur e 5. 1 5 ). Vi s u al c ell c o u nt s w er e u n d ert a k e n of c ell s cl e arl y e x pr e s si n g t h e 

L A L Δ 1 -2 2 c o n str u ct ( Fi g ur e 5. 1 5 , m a g e nt a b or d er e d) a n d of c ell s pr e s e nti n g t h e 

m ar k er pr ot ei n S T -G F P ( Fi g ur e 5. 1 5 , Gr e e n b or d er e d) wit hi n t h e gi v e n fi el d of vi e w, 

f or a s a m pl e n u m b er of 3 4 i m a g e s fr o m t hr e e s e p ar at e bi ol o gi c al s a m pl e s. A s t h e 

ori gi n al s e q u e n c e L A L c o n s tr u ct e x pr e s s e d e x c e pti o n all y p o orl y ( b el o w 1 %), s urf a c e 

c ell c o u nt s c o ul d n ot b e a c c ur at el y c o n d u ct e d t o e n a bl e c o m p ari s o n. Of 5 6 8 c ell s 

e x pr e s si n g i nfiltr at e d c o n str u ct s, 4 4 7 e x pr e s s e d o nl y S T -G F P a n d 1 2 1 e x pr e s s e d al s o 

L A L Δ 1 -2 2, a n a v er a g e of a p pr o xi m at el y 2 7 % of c ell s a cti v el y e x pr e s si n g L A L Δ 1 -2 2. 

T h e r e m o v al of t h e si g n al p e pti d e t h er ef or e r e s ult s i n i n cr e a s e d tr a n sf or m ati o n 

effi ci e n c y a n d  s o  pr ot ei n e x pr e s si o n l e v el s.  
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Fi g ur e 5. 1 5 : R e pr e s e nt ati v e i m a g e f or l e af s urf a c e u n d er 1 0 x o bj e cti v e z o o m. M er g e d i m a g e of c ell s 

e x pr e s si n g L A L Δ 1 -2 2 -m R F P ( m a g e nt a) c o n str u ct al o n g si d e S T -e G F P ( gr e e n) tr a n s -G ol gi m ar k er. 

S c al e b ar = 1 0 0 µ m. n = 3 wit h 1 0 t e c h ni c al r e pli c a s e a c h. 5 6 8 c ell s e x pr e s si n g i nfiltr at e d c o n str u ct s, 

4 4 7 e x pr e s si n g m ar k er o nl y a n d 1 2 1 e x pr e s si n g L A L Δ 1 -2 2 , a p pr o xi m at el y 2 7 % of c ell s e x pr e s si n g 

c o n str u ct of i nt er e st.  
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T h e u s e of im m u n o gl o b uli n s E a n d G  a s t e st pr ot ei n s r el at e s t o t h eir di v er s e 

a p pli c ati o n s a s a k e y cl a s s of r e c o m bi n a nt bi o p h ar m a c e uti c al s wit hi n r e s e ar c h a n d 

m e di ci n e, b ut a d diti o n all y t h eir eff e cti v e n e s s a s a r e p ort er. I n pl a nt a e x pr e s si o n of b ot h 

c -t er mi n all y fl u or e s c e ntl y t a g g e d i m m un o gl o b ul i n s G a n d E ( Fi g ur e 5. 1 6, A a n d B 

r e s p e cti v el y) r e v e al e d a si mil ar l o c ali s ati o n of e x pr e s si o n, wit h Ig’ s l o c ali s ati o n 

a p p e ar i n g t o b e a s s o ci at e d wit h t h e pl a nt e n d o pl a s mi c r eti c ul u m. L it er at ur e o n t h e 

gl y c o s yl ati o n a n d pr o d u cti o n of I g s i n t o b a c c o i n di c at e s t h at I g s p a s s t hr o u g h t h e G ol gi 

b o d y a n d f urt h er t o t h e s e cr et or y p at h w a y  (G örit z er  et al., 2 0 2 5) , b u t pr o gr e s s sl o wl y 

t hr o u g h t h e E R (Fri g eri o  et al., 2 0 0 0) . A s ti m e of i m a gi n g i s 3 d a y s p o st i nfiltr ati o n f or  

t h e G ol gi m ar k er s , t h e y m a y eit h er still b e pr o gr e s si n g t hr o u g h t h e E R  or li k e s o m e 

i m m u n o gl o bi n s h e a v y c h ai n s e x pr e s s e d i n pl a nt s, r e m ai n i n t h e E R (Ir o n s et al., 2 0 0 8).  

 

 

Fi g ur e 5. 1 6 : C o-e x pr e s si o n of i m m u o gl o bi n s wit h t h e G ol gi m ar k er S T -e G F P . C L V R w a s a d d e d t o t h e 

H C of t h e a nti b o d y . A. I g G-C L V R ( gr e e n) i s c o -e x pr e s s e d wit h t h e tr a n s-G ol gi m ar k er S T -m R F P (r e d). 

B. I g E -C L V R ( gr e e n) i s c o -e x pr e s s e d wit h t h e tr a n s-G ol gi m ar k er S T -m R F P (r e d). Di s pl a y s a 

s u b c ell ul ar vi e w of i m m u o gl o bi n s wit h S T -m R F P t o i n di c at e l o c ali s ati o n di sti n ct fr o m t h e G ol gi b o d y, 

m o stl y E R a s s o ci at e d.  Si z e b ar s = 5 µ m. R e pr e s e nt ati v e i m a g e s ar e s h o w n; n = 3 wit h 5 t e c h ni c al 

r e pli c a s e a c h. 
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5. 5 C o nfir mi n g gl y c o s yl ati o n: l e cti n bi n di n g a s s a y s  

R T -P C R p erf or m e d i n di c at e d t h at  t h e g e n er ati o n of st a bl e li n e s h ad  b e e n s u c c e s sf ul, 

s o f ar a s pr e s e n c e of a tr a n s cri pt f or e a c h of t h e H u G E s w a s i d e ntifi e d. T hi s , h o w e v er , 

d o e s n ot c o nfir m pr e s e n c e of a f u n cti o n al H u G E wit h N -g l y c o s yl ati o n a cti vit y or 

s u c c e s sf ul pr o d u cti o n of s p e cifi c gl y c o m otif s. A s s u c h t h e fi n al c o nfir m ati o n of 

s u c c e s sf ul i m pl e m e nt ati o n w o ul d b e t h e g e n er ati o n of H u G E -s p e cifi c gl y c a n 

str u ct ur e s a n d t h eir s u b s e q u e nt d et e cti o n a n d q u a ntifi c ati o n. T h e s e ar e d efi n e d a s a n 

i n cr e a s e i n m ulti-a nt e n n ar y g al at o s yl at e d N -gl y c a n s t hr o u g h t h e a cti vit y of M U R 3 -

G N T 4 a n d M U R 3 -G N T 5 H u G E s, a n d t h e f or m ati o n of α -2, 6 -Si ali c a ci d b y F U T 1 3 -

B 4 G A L T 1 a n d F U T 1 3 -S T 6 G A L  ( S c h o b er er et al., 2 0 1 8( b), a m a m m ali a n s p e cifi c 

gl y c a n str u ct ur e n ot f o u n d i n pl a nt s.  

 

I d e ntif yi n g a n d q u a ntif yi n g gl y c a n s u s u all y r e q uir e s si g nifi c a nt ti m e a n d i nfr a str u ct ur e, 

( C hi a et al., 2 0 2 3) b ot h of w hi c h w er e c o n str ai n e d d uri n g t hi s pr oj e ct. L e cti n bi n di n g 

a s s a y s w er e s el e ct e d a s a s uit a bl e r e p ort er f or r a pi d d et e cti o n of H u G E s p e cifi c N -

gl y c o s yl ati o n  wit hi n o ur f a ciliti e s.  L e cti n s bi n di n g a s s a y s w er e s u g g e st e d  t o a c c o u nt 

f or t h e v ari et y of str u ct ur e d n e e d e d t o i d e ntif y, s p e e d a n d si m pli cit y of p erf or mi n g t h e 

a s s a y, a n d t h eir affi nit y f or d et e cti o n of hi g hl y s p e cifi c gl y c a n str u ct ur e s  ( Br o o k s et al., 

2 0 2 4) . L e cti n s ar e n at ur all y o c c urri n g pr ot ei n s wit h t h e c a p a bilit y t o bi n d s p e cifi c 

s u g ar s wit h hi g h s p e cifi cit y, w hi c h m a k e t h e m a n eff e cti v e r e p ort er of gl y c o s yl ati o n 

w h e n f u s e d wit h a r e p ort er s u c h a s a fl u or e s c e nt pr o b e ( Mi s hr a et al., 2 0 1 9). T h er e i s 

l o n g st a n di n g pr e c e d e nt wit h t h eir u s e i n d et e cti n g gl y c o s yl ati o n c h a n g e s i n 

i m m u n o gl o bi n s ( S u m ar et al., 1 9 9 0). T w o c o m m er ci all y a v ail a bl e fl u or e s c e ntl y 

l a b ell e d l e cti n s w er e ulti m at el y s el e ct e d t o p erf or m a n al y si s. Fir stl y, a Ri ci n u s 

C o m m u ni s  a g gl uti n 1 ( R C A I) ( W u et al., 2 0 0 6) t o bi n d br a n c h e d g al a ct o s yl at e d 

gl y c a n s pr o d u c e d b y t h e m e di al -G ol gi M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 i n s ert. A si mil ar d ot bl ot 

pr ot o c ol h a s pr e vi o u sl y b e e n s u c c e s sf ull y a p pli e d t o d et e ct β 1, 4 -g al a ct o s yl ati o n  i n 

gl y c o m o difi e d r e c o m bi n a nt pr ot ei n s pr o d u c e d i n t o b a c c o u si n g a si mil ar R C A l e cti n 

( K o g el m a n n et al., 2 0 2 5).   S e c o n dl y, a S a m b u c u s Ni gr a  ( S N) l e cti n t h at s p e cifi c all y 

bi n d s α -2, 6 -s i ali c a ci d, t hi s w o ul d d et e ct a s p e cifi c gl y c a n str u ct ur e pr o d u c e d b y t h e 

F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 i n s ert. A s s a y s w er e p erf or m e d o n m at ur e l e af ti s s u e of r e s p e cti v e 

li n e s e x pr e s si n g e a c h of t h e h u m a n pr ot ei n s of i nt er e st L A L  (L A L Δ 1 -2 2 -m R P F ), I g G 
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(I g G-C L V R ) a n d I g E (I g E-C L V R ) vi a a gr oi nfiltr ati o n. Ti s s u e u n d er w e nt a l y si s pr ot o c ol 

t o r el e a s e pr ot ei n i nt o s ol uti o n a n d s o g e n er at e e xtr a ct s f or t e sti n g.  

 

T h e fir st pr ot o c ol w a s  a d ot -bl ot gri d o n a nitr o c ell ul o s e m e m br a n e  f or e a c h e xtr a ct i n 

a s c e n di n g v ol u m e, t o pr e s e nt a r a n g e of si g n al i nt e n siti e s ( Fi g ur e 5. 1 7 ). T h e pr o c e s s 

w a s d u pli c at e d t o g e n er at e t w o i d e nti c al m e m br a n es , t h e n pr o c e s s e d s e p ar at el y f or 

e a c h r e s p e cti v e l e cti n. T h e p ur p o s e d of t hi s t e st w a s t o d et er mi n e if a n y diff er e n c e 

c o ul d b e  o b s er v e d b et w e e n t h e st a bl e pl a nt li n e s a n d c o ntr ol s, i n t h e or y gl y c o m o difi e d 

H u G E li n e s w o ul d n o n -s p e cifi c all y gl y c o s yl at e pl a nt pr ot ei n s. U nf ort u n at el y, t h e 

r e s ult s of t hi s a s s a y l a c k e d di sti n cti o n. N o cl e ar diff er e n c e s w er e s e e n i n si g n al 

i nt e n sit y b et w e e n t e st a n d c o ntr ol v al u e s, a n d it w a s n ot p o s si bl e e v e n aft er s e v er al 

att e m pt s t o m e a ni n gf ull y i nt er pr et r e s ult s d u e t o a hi g h b a c k gr o u n d si g n al, li k el y fr o m 

ot h er c ell ul ar c o m p o n e nt s of t h e pl a nt ti s s u e. A s s u c h a n alt er n ati v e m et h o d ol o g y w a s 

e x pl or e d.  

 

 

Fi g ur e 5. 1 7 : E x a m pl e l e cti n bi n di n g a s s a y c o n d u ct e d i n d u pli c at e f or R C A I l e cti n (l eft) a n d S N l e cti n 

( Ri g ht). C ol u m n s i n di c at e 5, 1 0, 1 5 a n d 2 0 µl of e a c h pl a nt ti s s u e e xtr a ct u s e d f or a s s a y. R o w s d e n ot e 

t h e s o ur c e of e a c h e xtr a ct, W T a n d ∆ X F T i n t h e or y a s c o ntr ol f or gl y c o m o difi c ati o n. G N T 4 5 r e pr e s e nt s 

st a bl e pl a nt li n e g e n er at e d wit h M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 v e ct or. G N T 4 5 + B 4 S T 6 r e pr e s e nt s st a bl e pl a nt li n e 

g e n er at e d wit h b ot h M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 a n d F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9 v e ct or s.  
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Aft er s e v er al att e m pt s f ail e d t o pr o d u c e a cl e a n si g n al, a s e p ar at e pr ot o c ol i n v ol vi n g 

s o di u m d o d e c yl s ulf at e p ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or e si s  ( S D S-P A G E) f or e xtr a ct s 

w a s p ur s u e d. T hi s e x pr e s s e d  h u m a n pr ot ei n s of i nt er e st ( L A L, I g E a n d I g G) i n t h e 

m o difi e d H u G E a n d c o ntr ol li n e s, t h e n p erf or mi n g e xtr a cti o n f oll o w e d b y S D S -P A G E 

t o s e p ar at e pr ot ei n b a n d s ( Fi g ur e 5. 1 8). T h e g el w a s tr a n sf err e d t o a nitr o c ell ul o s e 

m e m br a n e, u n d er w e nt t h e s a m e l e cti n bi n di n g pr ot o c ol a s pr e vi o u s l y. T h e p ur p o s e of 

t hi s t e st w a s  t o s e p ar at e pr ot ei n s wit h gl y c a n a c c e pt or sit e s o nt o w hi c h m o difi e d 

gl y c a n s w er e li k el y t o att a c h, i n t h e or y pr o vi di n g a cl e ar er si g n al f or l e cti n a s s a y s. A s 

a fir st att e m pt t o c o nfir m e q u al l o a di n g, t h e S D S -P A G E w a s p erf or m e d a cr o s s all li n e s 

a n d pr ot ei n s of i nt er e st, t h e r e s ulti n g g el u n d er g oi n g C o o m a s si e bl u e st ai ni n g ( Fi g ur e 

5. 1 8).  

 

 

Fi g ur e 5. 1 8 : S D S-P A G E pr ot ei n g el aft er C o o m a s si e bl u e  st ai ni n g f or m at ur e Pl a nt l e af  e xtr a ct s.  Li n e s 

u s e d f or pr ot ei n e x pr e s si o n ar e wil d t y p e N. B ( W T), Δ X F T  N. B ( Δ X F T ), G N T 4 5 # 0 1 N. B li n e s ( G N T 4 5) 

a n d G N T 4 5 + B 4 S T 6 # 0 1 N. B li n e s ( G N T 4 5 + B 4 S T 6). H u m a n pr ot ei n s of i nt er e st e x pr e s s e d ar e L A L  ( ~5 0  

K D A) , I g G ( ~ 5 5 K D A) a n d I g E  ( ~ 7 3 K D A). M ol e c ul ar m a s s c al c ul at e d b a s e d o n u ni p ort e ntri e s f or I g 

h e a v y c h ai n s, a n d L A L pr e di ct e d b a s e d o n pr ot ei n s e q u e n c e u s e d. D e m o n str at e s r o u g hl y e q ui v al e nt 

l o a di n g f or m o st s a m pl e s. W hit e arr o w s i n di c at e ~ 7 0  K D A  f or a p pr o xi m at e si z e of h u m a n P OI s. Bl a ck 

li n e s i n di c at e pr ot ei n si z e s i n k D a fr o m l a d d er. S a m pl e s w er e r e d u c e d pri or t o l o a di n g.  
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T hi s pr ot o c ol w a s att e m pt e d a s pr e vi o u s ( Fi g ur e 5. 1 8) b ut wit h g el tr a n sf err e d o nt o a 

nitr o c ell ul o s e m e m br a n e, a n d l e cti n bi n di n g pr ot o c ol p erf or m e d. T h e r e s ult s f ail e d t o 

pr o vi d e cl e ar b a n di n g f or i n di vi d u al P OI b ut s h o w e d bri g ht fl u or e s c e nt str e a ki n g f or  

s p e cifi c s a m pl e s ( Fi g ur e 5. 1 9). T hi s m a y still i n di c at e a p o siti v e r e s ult, a s wit hi n t h e s e 

li n e s a cti vit y of t h e H u G E s w o ul d m o dif y t h e N-gl y c o s yl ati o n of all pr ot ei n s, aff e cti n g 

e n d o g e n o u s pl a nt pr ot ei n s i n a d diti o n t o e x pr e s s e d P OI, a s s u c h w e w o ul d e x p e ct t h e 

e ntir e s a m pl e t o di s pl a y a si g n al r at h er t h a n i n di vi d u al b a n d s t h er ei n. A si g n al 

i n di c ati n g si g nifi c a nt pr e s e n c e of g al a ct o s yl ati o n w a s o b s er v e d i n s e v er al li n e s. L e s s 

i nt e n s e e x a m pl e s w er e o b s er v e d i n I g E e x pr e s s e d i n b ot h W T a n d Δ X F T li n e s, wit h 

I g G e x pr e s si n g i n Δ X F T al s o pr e s e nt. A si g nifi c a ntl y m or e i nt e n s e si g n al w a s d et e ct e d 

fr o m I g G e x pr e s s e d i n G N T 4 5 + B 4 S T 6. H o w e v er, t h e l a c k of cl arit y of si g n al ( str e a ki n g 

r at h er t h a n pr o p er b a n di n g) fr o m e a c h of t h e s e di s c o u nt s t h eir u s e i n f or mi n g 

c o n cl u s i o n s b ut s u g g e st s pr o mi s e f or t hi s pr ot o c ol’ s a p pli c ati o n i n f ut ur e. 

 

 

Fi g ur e 5. 1 9 : S D S-P A G E f or R C A I l e cti n bi n di n g a s s a y. I m a g e d p o st g el tr a n sf er t o nitr o c ell ul o s e 

m e m br a n e a n d l e cti n bi n di n g a s s a y u si n g R C A I l e cti n f or m at ur e pl a nt l e af e xtr a ct s.  Li n e s u s e d f or 

pr ot ei n e x pr e s si o n ar e wil d t y p e N. B ( W T), Δ X F T  N. B ( Δ X F T ), G N T 4 5 # 01  N. B li n e s ( G N T 4 5) a n d 

G N T 4 5 + B 4 S T 6 # 0 1 N. B li n e s ( G N T 4 5 + B 4 S T 6) . H u m a n pr ot ei n s of i nt er e st e x pr e s s e d ar e L A L  ( ~5 0  

K D A), I g G ( ~ 5 5 K D A) a n d I g E ( ~ 7 3 K D A). M ol e c ul ar m a s s c al c ul at e d b a s e d o n u ni p ort e ntri e s f or I g 

h e a v y c h ai n s, a n d L A L pr e di ct e d b a s e d o n pr ot ei n s e q u e n c e u s e d.  Bl a c k li n e s i n di c at e pr ot ei n si z e s i n 

k D a fr o m l a d d er. L e cti n u s e d i s Ri ci n u s c o m m u ni s  a g gl uti n 1 ( R C A 1, R C A 1 2 0) Fl u or e s c ei n 1  m g/ ml. 

S a m pl e s w er e r e d u c e d pri or t o l o a di n g.  
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T hi s pr ot o c ol w a s p erf or m e d i n d u pli c at e a s pr e vi o u sl y, b ut i n t hi s i n st a n c e wit h t h e 

S a m b u c u s ni g r a l e cti n a n d vi s u ali z e d f or C y 3 ( Fi g ur e 5. 2 0). U nf ort u n at el y, a g ai n t h er e 

w a s n o cl e ar b a n di n g o n t h e vi s u ali z e d m e m br a n e, h o w e v er t w o str e a k s of si g nifi c a nt 

i nt e n sit y o c c urr e d f or b ot h L A L a n d I g G e x pr e s s e d i n G N T 4 5 + B 4 S T 6 . T hi s m a y 

i n di c at e pr e s e n c e of α-2, 6 -Si ali c a ci d a n d s o a s u c c e s sf ul o ut c o m e f or t hi s pr oj e ct, b ut 

r e s ult s l a c k t h e cl arit y fr o m w hi c h t o dr a w r eli a bl e c o n cl u si o n s. T hi s a p pr o a c h h ol d s 

pr o mi s e f or f ut ur e w or k b ut w a s n ot s u c c e s sf ull y r e p e at e d d u e t o ti m e c o n str ai nt s 

u n d er t h e a p pr o a c hi n g pr oj e ct c o n cl u si o n.  

 

 

Fi g ur e 5. 2 0 : S D S-P A G E f or S N l e cti n bi n di n g a s s a y. I m a g e d p o st g el tr a n sf er t o nitr o c ell ul o s e 

m e m br a n e a n d l e cti n bi n di n g a s s a y u si n g S N l e cti n f or m at ur e  pl a nt l e af e xtr a ct s. Li n e s u s e d f or pr ot ei n 

e x pr e s si o n ar e wil d t y p e N. B ( W T), Δ X F T  N. B ( Δ X F T ), G N T 4 5 # 0 2 N. B li n e s ( G N T 4 5) a n d 

G N T 4 5 + B 4 S T 6 # 0 1 N. B li n e s ( G N T 4 5 + B 4 S T 6). H u m a n pr ot ei n s of i nt er e st e x pr e s s e d ar e L A L , I g G a n d 

I g E. W hit e arr o w s i n di c at e ~ 7 0  K D A  f or a p pr o xi m at e si z e of h u m a n P OI s. Bl a c k li n e s i n di c at e pr ot ei n 

si z e s i n k D a fr o m l a d d er . L ecti n u s e d i s S a m b u c u s ni gr a  ( S N) l e cti n C y 3 1 m g/ ml  

 

I n s u m m ar y, e x pr e s si o n c a s s ett e s w er e d e si g n e d a n d c o n str u ct e d t o c o-e x pr e s s 

H u G E p air s wit h t h e v e ct or s M U R 3 -G N T 4 5 -3 8 8 a n d F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9, wit h t h e 

i nt e nti o n t o u s e t h e s e g e n er at e st a bl y tr a n sf or m e d t o b a c c o li n e s. T w o li n e s w er e 

s u c c e s sf ull y g e n er at e d u n d er s el e ct i o n, G N T 4 5 # 0 1 e x pr e s si n g o nl y M U R 3-G N T 4 5 -

3 8 8, a n d G N T 4 5 + B 4 S T 6 # 0 1 e x pr e s si n g b ot h 3 8 8 a n d 3 8 9 v e ct or s. Pr e s e n c e of 
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tr a n s cri pt i n t h e s e li n e s w a s c o nfir m e d b y R T-P C R. T h e h u m a n pr ot ei n s of i nt er e st  

I g G, I g E a n d L A L Δ 1 -2 2  w er e t h e n pr o d u c e d i n t h e s e li n e s a s w ell a s i n wil d-t y p e a n d 

Δ X F T t o b a c c o t o e n a bl e c o m p ari s o n of N -li n k e d gl y c o s yl ati o n str u ct ur e s g e n er at e d. 

L e cti n bi n di n g a s s a y s w er e t h e n c o n d u ct e d u si n g e xtr a ct fr o m tr a n sf or m e d pl a nt s b y 

b ot h d ot -bl ot a n d S D S -P A G E wit h l e cti n bi n di n g a s s a y s. T h e s e l e cti n s w er e s p e cifi c 

a g ai n st g l y c a n str u ct ur e s t h at w o ul d b e g e n er at e d b y t h e a cti vit y of t h e 3 8 8 a n d 3 8 9 

v e ct or s. W hil e t h e l e cti n bi n di n g a s s a y s c o n d u ct e d b y S D S -P A G E a g ai n st t h e 

G N T 4 5 # 0 1 a n d G N T 4 5 + B 4 S T 6 # 0 1 li n e s b e g a n t o s h o w pr o mi s e, t h e y di d n ot pr o d u c e 

c o n cl u si v e d at a d uri n g t h e ti m e li mit ati o n s of t hi s pr oj e ct.  

 

5. 6 Di s c u s si o n  

 

5. 6. 1 E n gi n e e ri n g gl y c o s yl ati o n i n pl a nt s  

C or e f u c o s e, x yl o s e a n d L e wi s -a b o di e s ar e all f e at ur e s  of pl a nt gl y c o s yl ati o n a n d ar e 

c o n s er v e d i n m o st of t h e hi g h er pl a nt s s cr e e n e d f or u s e i n t h er a p e uti c pr o d u cti o n. 

T h e s e m otif s h a v e r ai s ed  c o n c er n s f or t h eir p ot e nti al i m m u n o g e ni c pr ofil e w h e n 

a p pli e d t o u s e f or h u m a n t h er a p e uti c s ( B ar d or et al., 2 0 0 3; R e e et al., 2 0 0 0). In t h e 

cir c u m st a n c e s of lif el o n g dr u g r e gi m e n s s u c h a s e n z y m e r e pl a c e m e nt t h er a p y, c o ul d 

si g nifi c a ntl y li mit t h e l o n g -t er m effi c a c y of tr e at m e nt wit h i n cr e a s e d ri s k of 

h y p er s e n siti vit y r e a cti o n s.  A  dr u g pr o d u cti o n s y st e m wit h a l a c k of h o st or g a ni s m 

e n d o g e n o u s c o nt a mi n a nt s, al o n g si d e i m pr o v e d g e n er al pr o d u cti o n p ar a m et er s 

off er e d b y pl a nt s y st e m s, w o ul d b e s ci e ntifi c all y a n d c o m m er ci all y si g nifi c a nt.  

 

Str a s s er et al., ( 2 0 0 8) di s c u s s e s t h e e n d o g e n o u s a cti vit y of β 1, 2 -x yl otr a n sf er a s e 

( X yl T) a n d α 1, 3-f u c o s yltr a n sf er a s e ( F u c T) i n g e n er ati o n of p ot e nti all y i m m u n o g e ni c 

gl y c a n s, a n d t h e d o w nr e g ul ati o n of t h eir a cti vit y vi a R N Ai i nt erf er e n c e, u s e d i n l o n g 

t er m ri s k r e d u cti o n i n s e v er al a p pli c ati o n s. U s e of t h e Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a Δ X F T 

li n e f or t h e g e n er ati o n of st a bl e pl a nt li n e a g e s w a s gr e atl y a p pr e ci at e d a n d of 

si g nifi c a nt d o w n str e a m i nt er e st f or str u ct ur al a n al y si s of gl y c a n s pr o d u c e d . 

A c c e pt a n c e of pl a nt p r o d u cti o n s y st e m s h a s i n t h e p a st b e e n h a m p er e d b y c o n c er n s 

o n i m m u n o g e ni c h y p er s e n siti vit y r e a cti o n s t o t h e s e gl y c a n str u ct ur e s  ( Alt m a n n et al., 
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2 0 0 7) , i n t h e c o nt e xt of t h er a p e uti c r e c o m bi n a nt pr ot ei n s ( Ki z h n er et al., 2 0 1 5). 

A p pr o a c h e s f or t h e r e m o v al or di mi ni s h e d pr o d u cti o n of s u c h  gl y c a n str u ct ur e s 

r e m ai n s a pri orit y i n r e s e ar c h c o n c er ni n g t h er a p e uti c pr ot ei n pr o d u cti o n i n pl a nt s 

( K o g el m a n n et al., 2 0 2 3). S o m e c o n c er n s  o v er t h e o v er all t h er a p e uti c effi c a c y of 

t h er a p e uti c s b e ari n g t h e s e gl y c a n s ar e w arr a nt e d, a s a nti b o di e s s p e cifi c t o t h e s e 

gl y c a n s m a y l e a d t o r a pi d i m m u n e cl e ar a n c e of pl a nt -m a d e pr ot ei n s b e ari n g t h e s e 

gl y c o s yl ati o n m otif s, li mi ti n g t h er a p e uti c eff e ct of pr o d u ct s y nt h e si z e d i n t hi s s y st e m 

( V é zi n a et al., 2 0 0 9).  

 

Pl a s m a h alf -lif e of h u m a n t h er a p e uti c pr ot ei n s i s e s s e nti al i n m a n y dr u g s f or o pti m al 

t h er a p e uti c p ot e n c y, l a c k t h er e of w o ul d si g nifi c a ntl y di mi ni s h eff e cti v e n e s s of 

tr e at m e nt ( B o s c h et al., 2 0 1 3). A b s e n c e of c o m pl e x m a m m ali a n t y p e N-gl y c a n s i n a n 

a nti -r a bi e s m o n o cl o n al a nti b o d y pr o d u c e d i n pl a nt s y st e m s h a s r e d u c e d effi c a c y b y 

di mi ni s h e d pl a s m a h alf -lif e ( K o et al., 2 0 0 3). F urt h er m or e, t h e i ntr o d u cti o n or 

a m plifi c ati o n of k e y m a m m ali a n gl y c a n s c a n si g nifi c a ntl y i m pr o v e pl a s m a h alf -lif e f or 

t h er a p e uti c pr otei n s ( C hi a et al., 2 0 2 3) w hi c h h a s b e e n s h o w n i n a m o difi e d 

er yt hr o p oi eti n wit h e n h a n c e d e n d t er mi n al si al y ati o n ( S u et al., 2 0 1 0). E xi sti n g 

t h er a p e uti c s h a v e s h o w n e n h a n c e d p ot e n c y i n a ni m al tri al s fr o m t h e a d diti o n of 

m a m m ali a n N -li n k e d gl y c of or m s o bt ai ne d t hr o u g h pl a nt gl y c o e n gi n e eri n g ( C h e n et al., 

2 0 1 6)  a s h a v e c utti n g e d g e t h er a p e uti c s u s e d a g ai n st S A R s -C o V -2 ( C a stil h o et al., 

2 0 2 1) . 

 

 5. 6. 2 I n v e sti g ati n g gl y c o s yl ati o n a n d f ut ur e w or k  

O v er all, gl y c o e n gi n e eri n g i n pl a nt s h a s b e e n s h o w n t o b e n ot o nl y p o s si bl e , b ut of 

i n cr e a si n g i nt er e st a n d a p pli c ati o n. Pr o d u cti o n of m a m m ali a n gl y c a n m otif s i n pl a nt s 

c a n b e a c hi e v e d b y t h e t ar g et e d h et er ol o g o u s e x pr e s si o n of m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n 

e n z y m e s ( Str a s s er et al., 2 0 1 4 a; Str a s s er et al., 2 0 1 4 b). E arli er st u di e s d e m o n str ati n g 

t h at a m a m m ali a n gl y c o s yltr a n sf er a s e c a n c o n v ert N-gl y c a n s i n pl a nt s i n a si mil ar w a y 

a s i n h u m a n c ell s ( P al p a c et al., 1 9 9 9; B a k k er et al., 2 0 0 1) p a v e d t h e w a y f or 

r e c o n stru cti n g m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n p at h w a y s i n pl a nt s y st e m s. T h e si m ult a n e o u s 

o v er e x pr e s si o n of si x m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n pr ot ei n s i n N. b e nt h a mi a n a  r e s ult e d i n 

t h e s y nt h e si s of t h e a cti v at e d si ali c a ci d a n d i n pl a nt a pr ot ei n si al yl ati o n ( C a stil h o et 
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al., 2 0 1 0). T hi s pr oj e ct h a s b e e n a n i nt er e sti n g e x pl or ati o n i nt o t h e gl y c o e n gi n e eri n g 

of t o b a c c o t o pr o d u c e h u m a n t h er a p e uti c s, b ut n ot a n e x h a u sti v e st u d y, a n d li mit e d 

b y t h e gi v e n ti m e fr a m e. U nf ort u n at el y, t hi s st u d y e n d s b ef or e t h e d et e cti o n a n d 

q u a ntifi c ati o n of  gl y c a n s pr o d u c e d i n t h e st a bl e li n e s e n gi n e er e d c a n b e a c c o m pli s h e d.  

A s m a n y pl a nt pr ot ei n s ar e N -gl y c o s yl at e d, gl y c o m o difi c ati o n c a n b e a s s e s s e d o n 

pl a nt pr ot ei n s wit h o ut t a n d e m e x pr e s si n g of a h u m a n pr ot ei n of i nt er e st a s a 

pr er e q ui sit e . Gl y c a n str u ct ur e s pr o d u c e d b y t h e M U R 3-G N T 4 5 -3 8 8  i n s ert ( bi- a n d tri -

a nt e n n ar y gl y c a n s) ar e m a m m ali a n s p e cifi c a n d s o ot h er wi s e w o ul d n ot b e pr e s e nt o n 

pl a nt N -gl y c o s yl ati o n sit e s, w hi c h w o ul d i n di c at e eff e cti v e e x pr e s si o n a n d 

gl y c o m o difi c ati o n of t h e i n s ert. Si mil arl y, g al a ct o s e a n d t er mi n al si ali c a ci d pr o d u c e d 

b y t h e F U T 1 3 -B 4 S T 6 -3 8 9  i n sert w o ul d ot h er wi s e n ot b e f o u n d i n pl a nt s a n d w o ul d 

i n di c at e eff e cti v e e x pr e s si o n a n d a cti vit y. A s s o m e m a m m ali a n m otif s r e q uir e 

m a m m ali a n s p e cifi c N -gl y c a n sit e s ( K all oli m at h et al., 2 0 1 6), u s e of h u m a n pr ot ei n s of 

i nt er e st e x pr e s s e d i n m o difi e d st a bl e li n e s h a s  pr o vi d e d  a pl atf or m f or v ali d ati o n of 

t h e s e. 

Pr ot ei n s of i nt er e st s el e ct e d w o ul d s er v e a s u s ef ul r e p ort er s of b ot h pr o d u cti o n 

effi ci e n c y a n d gl y c o m o difi c ati o n c a p a cit y. Pr e s e n c e a n d q u a ntifi c ati o n a s s a y s f or 

pr ot ei n s of i nt er e st, s u c h a s W e st er n bl ot s or q u a ntit ati v e E LI S A f or pr ot ei n 

a b u n d a n c e, c o ul d b e  u s e d t o e n s ur e a d et e ct a bl e l e v el of s y nt h e si s wit h t h e 

d o w n str e a m g o al of pr o d u ci n g s uffi ci e nt pr ot ei n f or a cti vit y a s s a y s. I g E a n d I g G s ar e 

u s ef ul a s E LI S A a s s a y s w h er e bi n di n g affi nit y will b e a m etri c of c orr e ct pr ot ei n 

str u ct ur e pr o d u cti o n, a n d t h e h e a vil y gl y c o s yl at e d n at ur e of i m m u n o gl o b uli n s al s o 

s er v e s a s a sit e at w hi c h N -Gl y c a n m o difi c ati o n c a n b e t e st e d ( R e e et al., 2 0 0 0; S h a d e 

et al., 2 0 2 0). M or e d et ail e d gl y c o s yl ati o n a n al y si s w o ul d i d e all y h a v e b e e n c o n d u ct e d 

b y m a s s s p e ctr o m etr y wit h s u p er vi si o n at B O K U, t o off er a gr e at er d e pt h a s t o gl y c a n 

c o m p o siti o n o n i n di vi d u al pr ot ei n s r at h er t h a n si m pl e q u a ntifi c ati o n, a n d f urt h er 

c o nfir m c orr e ct a c ti vit y of i ntr o d u c e d gl y c a n s. Pr o d u cti o n a n d i s ol ati o n of pr ot ei n s of 

i nt er e st i n t h e s e pl a nt s y st em s w o ul d i d e all y b e i s ol at e d a n d u n d er g o m a s s 

s p e ctr o m etr y pr e vi o u sl y p erf or m e d f or t h er a p e uti c pr ot ei n s pr o d u c e d i n pl a nt s y st e m s 

(G örit z er et al 2 0 2 5) . T hi s c o ul d d et er mi n e t h e o c c u p a n c y of N-gl y c o s yl ati o n sit e s o n 

t h e pr ot ei n, t h e i n di vi d u al gl y c a n str u ct ur e s i n t h e s e a n d t h eir pr o p orti o n of t ot al 

gl y c a n s pr e s e nt, a s m o difi c ati o n will li k el y pr o d u c e h y bri d s of m a m m ali a n a n d pl a nt 
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gl y c a n str u ct ur e s, a n d will gi v e a cl e ar er i m pr e s si o n of t h e u n d erl yi n g e n z y m e a cti vit y 

( C a stil h o et al., 2 0 2 1)  

F or L A L , a c o m bi n ati o n of e m b e d d e d e n z y m e a s s a y s t o m e a s ur e o bj e cti v e c at al yti c 

a cti vit y o n c h ol e st er ol e st er s, a n d str u ct ur al a n al y si s vi a m a s s s p e ctr o m etr y ( V é zi n a 

et al., 2 0 0 9) c o ul d b e c o n d u ct e d . H o w e v er, a ni m al st u di e s w o ul d li k el y b e n e e d e d t o 

c ertif y eff e cti v e n e s s i n vi v o . I n t a n d e m wit h t hi s w o ul d b e str at e gi e s f or t h e e xtr a cti o n 

of L A L fr o m pl a nt ti s s u e wit h o ut l o si n g c at al yti c a cti vit y, a n d str at e gi e s f or i m pr o vi n g 

t hi s pl a nt s y st e m it s elf t o f a cilit at e t hi s. 
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6. 1 I m a gi n g t h e pl a nt G ol gi b o d y  

T h e fir st p h a s e of t hi s pr oj e ct w a s c e nt e r e d o n  m et h o d ol o g y t o s y st e m ati c all y vi s u ali z e 

a n d q u a ntif y l o c ali s ati o n of fl u or e s c e nt pr ot ei n f u si o n s i n t h e pl a nt G ol gi , b y s u p er 

r e s ol uti o n air y s c a n li g ht mi cr o s c o p y. T hi s w a s t o a s s e s s s el e cti v e l o c ali s ati o n of 

H u G E s i n a ci st er n a e -s p e cifi c m a n n er, ulti m at el y c o n si d er e d s u c c e s sf ul.  E xi sti n g 

r e s e ar c h wit h di v er s e a n al y si s m et h o d ol o g y w a s f u n d a m e nt al i n e st a bli s hi n g t h e 

m et h o d s a n d t h eir s u c c e s s u s e d i n t hi s t h e si s. E arl y w or k o n l o c ali s ati o n of r e si d e nt 

gl y c o s yl ati o n e n z y m e s a n d t h eir di stri b uti o n b y i m m u n e -e l e ctr o n mi cr o s c o p y i n H e L a 

c ell s ( R a b o uill e et al., 1 9 9 5) f u n d a m e nt all y e st a bli s h e d s u b -G ol gi l o c ali s ati o n of t h e s e 

e n z y m e s, i n cl u di n g S T t o t h e tr a n s-G ol gi. W h e n t h e s e fi n di n g s w er e tr a n sl at e d i nt o 

pl a nt st u di e s, t h e y e st a bli s h e d u s e of criti c al m ar k er s ( S T) a n d u n d er st a n di n g utili z e d 

i n t hi s w or k ( B o e vi n k et al., 1 9 9 8). M or e r e c e nt r e s e ar c h o n t h e s p e cifi c ultr a str u ct ur e 

of t h e pl a nt G ol gi b o d y ( R o bi n s o n et al., 2 0 2 0) a n d t h e f or m ati o n of t h e G ol gi a n d 

ci st er n a e (It o et al., 2 0 1 4) w a s i n di s p e n s a bl e  f or f un d a m e nt al u n d er st a n di n g of t h e 

m at ur ati o n, str u ct ur e a n d tr a n s p ort of t h e pl a nt G ol gi b o d y, a n d it s m a n y r ol e s i n 

pr ot ei n a n d li pi d m o difi c ati o n, i nt er c ell ul ar tr affi c ki n g a n d k e y p ol y s a c c h ari d e 

s y nt h e si s .  

 

E xi sti n g r e s e ar c h i nt o s u b c ell ul ar l o c ali s ati o n b y B olt e et al. ( 2 0 0 6) i nf or m e d  t h e 

d e ci si o n s a n d t e c h ni q u e s u s e d i n t hi s pr oj e ct, e s p e ci all y p ar a m et er s u s e d w h e n 

c oll e cti n g G ol gi d at a. S u b -or g a n ell ar l o c ali s ati o n h a s si g nifi c a nt d o w n str e a m 

c o n s e q u e n c e s  o n r e s ulti n g gl y c a n s, a n d i m a gi n g a s m all hi g hl y d y n a mi c a ni s otr o pi c 

str u ct ur e s u c h a s t h e pl a nt G ol gi  m a k e s  c o -l o c ali s ati o n c h all e n gi n g. T h e 3 D ori e nt ati o n 

a n d p h y si c al di stri b uti o n of t h e pl a nt G ol gi  i s at t h e w or ki n g li mit s of t h e o pti c al 

mi cr o s c o p y r e s ol uti o n  w e p o s s e s s,  m e a n i n g a n y r eli a bl e a n al y si s w o ul d h a v e t o 

o p er at e  c o n si st e ntl y wit hi n ti g htl y c o n str ai n e d d efi niti o n s of c o -l o c ali s ati o n/ s e p ar ati o n 

w hil e al s o b ei n g r a pi d e n o u g h t o e n a bl e s uffi ci e nt r e p e at s , i n or d er t o e st a bli s h a 

c o n si st e nt m e a n a m o n g v ari ati o n b et w e e n i m a g e s. A n al y si s r eli e d o n t h e q u alit y a n d 

c o n si st e n c y  of t h e m ar k er s u s e d t o i d e ntif y G ol gi ci st er n a e al o n g si d e t h e d efi n e d 

di m e n si o n s of i m a g e -a c q ui siti o n wit hi n t h e c o n str ai nt s of t h e o pti c al s y st e m ( B olt e et 

al., 2 0 0 6).  T h e ti m e t a k e n t o e st a bli s h a r eli a bl e d at a a n al y si s pi p eli n e a n d m ar k er 
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i nt e grit y, t hr o u g h u s e of k n o w n m ar k er s S T a n d M N S 1, pr o vi d e d a n i niti al b a c k gr o u n d 

t o e st a bli s hi n g a b a s eli n e. B ut f urt h er t h e M N S 1-S T c o m bi n ati o n w a s c o nti n u all y u s e d 

i n i n di vi d u al s e s si o n s al o n g si d e H U G E m ar k er c o m bi n ati o n s t o e st a bli s h c o n si st e n c y 

i n th e u s e of t h e s e m ar k er s i n t er m s of l o c ali s ati o n, a n d t h eir c o n si st e nt s e p ar ati o n 

d et er mi n e d b y t h e a n al y si s pi p eli n e u s e d t o c h e c k t h e s y st e m’ s a bilit y t o p erf or m 

c ol o c ali z ati o n m e a s ur e m e nt s. T hi s u s e d al o n g si d e fl u or e s c e nt mi cr o b e a d s c o ntr ol s 

u s e d at t h e  o n s et of s e s si o n s  ( Fi g ur e 3. 1 8 ) e n s ur e d c o n si st e n c y of i m a gi n g 

p ar a m et er s a n d i d e ntifi e d err or s, e s p e ci all y i n d e c o n v ol uti o n pr e s e nti n g t h e gr e at e st 

i s s u e i n s u p er r e s ol uti o n w or k (W all a c e & S w e dl o w, 2 0 0 1 ). T h e u s e of s elf-cl e a vi n g 

p e pti d e m ar k er c o n str u ct s f or M N S 1 -S T a n d M U R 3 -F U T 1 3 H u G E m ar k er 

c o m bi n ati o n s w a s i n p art i n s pir e d  b y  st u di e s i n r ati o m etri c i m a gi n g of pl a nt 

m e m br a n e s c o n d u ct e d b y S a m al o v a et al ( 2 0 0 6), a n d e x p erti s e wit hi n o ur gr o u p o n 

t h e u s e of 2 A s elf-cl e a vi n g p e pti d e s i n t a n d e m wit h  of s elf -e x ci si n g i nt ei n d o m ai n s  f or 

u s e of m ulti pl e s u b u nit s elf -cl e a vi n g c o n str u ct s f or a s s e m bl y of c o m pl e x p ol y pr ot ei n s 

( R o s si et al., 2 0 2 3) i n a d diti o n t o t h eir di v er s e u s e s i n cl u di n g s e p ar at el y l o c ali si n g 

fl u or e s c e nt m ar k er s ( R o s si et al., 2 0 2 4). 

 

W hil e t h e fi x e d st oi c hi o m etr y of s elf-cl e a vi n g p e pti d e s i s h el pf ul i n r ati o m etri c i m a gi n g 

f or st u d yi n g pr o p orti o n al r el ati o n s hi p b et w e e n pr ot ei n s a s fl u or e s c e nt pr ot ei n f u si o n, it 

w a s n ot a s dir e ctl y h el pf ul f or t hi s a p pli c ati o n d u e t o t h e l e s s -criti c al n e e d f or  e q ui v al e nt 

fl u or e s c en c e  i nt e n sit y. I n st e a d, t hi s pr o vi d e d a pr o of of c o n c e pt f or u si n g s elf-cl e a vi n g 

m ar k er s f or l o c ali s ati o n st u di e s wit h diff er e nt s u b -or g a n ell ar t ar g et s fr o m a si n gl e 

i n s ert a n d pr o v e d effi c a c y of t hi s a p pr o a c h. T hi s w a s u s ef ul i n e st a bli s hi n g g u ar a nt e e d 

e x pr e s si o n of t w o m ar k er c o n str u ct s wit hi n t h e s a m e c ell, w hi c h w a s o b s er v e d a s 

ot h er wi s e i nfr e q u e nt, a n d f a cilit at e d t hr e e -c ol o ur i m a gi n g of m o difi e d H u G E s wit h t w o 

m ar k er c o n str u ct s fr o m mi ni m al i n s ert n u m b er s.  
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6. 2 Eff e ct of s u b -G ol gi l o c ali s ati o n o n gl y c a n p r o d u cti o n  

 

T h e s e c o n d p h a s e of t hi s pr oj e ct w a s i m pl e m e nt ati o n of m et h o d ol o g y t o d et er mi n e t h e 

s u b -G ol gi l o c ali s ati o n of e xi sti n g H u G E S , a n d t h at c a n b e u s e d t o dir e ct l o c ali s ati o n 

t o q u a ntif y a n d d eli v er ci st er n a e-s p e cifi c l o c ali s ati o n of m o difi e d H u G E S. I n v e sti g ati o n 

of C T S -dir e ct e d l o c ali s ati o n a n d t h eir p ot e nti al f or u s e a s b ot h m ar k er a n d e n z y m e 

l o c ali s ati o n str at e g y b e g a n wit h e x c ell e nt w or k dir e ct e d b y S c h o b er er et al. ( 2 0 1 1, 

2 0 1 3) i d e ntif yi n g pl a nt r e si d e nt gl y c o s yl ati o n e n z y m e C T S d o m ai n s a n d e st a b li s hi n g 

t h e u s e of a n α -m a n n o si d a s e I  ( M N S 1) a s b a si s f or F P f u si o n t o u s e a s a ci s -G ol gi 

b o d y m ar k er ( S c h o b er er et al., 2 0 1 3). Al o n g si d e t h e s a m e r ati o n al e f or S T’ s u s e a s a 

tr a n s-G ol gi m ar k er ( B o e vi n k et al., 1 9 9 8) t hi s s et pr e c e d e nt f or d e v el o p m e nt of t h e 

M U R 3/ F U T 1 3 m ar k er s a n d ulti m at el y t h eir u s e a s a l o c ali s ati o n si g n al f or l ar g er 

c o n str u ct s, b ei n g t h e m o difi e d H u G E s a n d 3 8 8/ 3 8 9 st a bl e pl a nt tr a n sf or m ati o n 

c a s s ett e s. T h e C T S of S T fr o m R att u s n or v e gi c u s  h a s pr e vi o u sl y b e e n utili z e d f or t h e 

s el e cti v e l o c ali s ati o n of β 1, 4 -g al a ct o s yltr a n sf er a s e  (Str a s s er et al., 2 0 0 9 ) t o t h e pl a nt 

(N. b e nt h a mi a n a ) tr a n s-G ol gi a n d d e s pit e m a m m ali a n ori gi n, i n di c at e d s u c c e s sf ul 

l o c ali s ati o n t hr o u g h t h e pr o d u cti o n of di-g al a ct o s yl at e d N -gl y c a n str u ct ur e s. T hi s hi nt s 

at s o m e f u n d a m e nt al c o n s er v ati o n of u n d erl yi n g str u ct ur al m e c h a ni s m ( S c h o b er er et 

al., 2 0 1 0)  t h at w a s n ot m ai nt ai n e d i n t hi s r e s e ar c h wit h l o c ali s ati o n of f ull l e n gt h h u m a n 

S T 6 G A L. H o w e v er, w hil e e x pr e s si o n of t ar g et e d gl y c o s yl ati o n e n z y m e s g e n er all y 

d o e s n ot h a v e a s s o ci at e d gr o wt h d ef e ct s, o v er e x pr e s si o n of a n S T -G al T  tr a n s-G ol gi 

t ar g et e d c o n str u ct s h o w e d st u nt e d gr o wt h a n d d e v el o p m e nt al r et ar d a ti o n (S c h n ei d er  

et al., 2 0 1 5) . 

 

 

 

 Pr e c e d e nt i n t h e lit er at ur e f or i n s erti o n of H u G E s f o c u s e s pri m aril y o n t h e i ntr o d u cti o n 

of α -2, 6 -si ali c a ci d i nt o t h e gl y c a n c h ai n, t hi s b ei n g a m aj or m otif of i nt er e st f or t h e 

pr o d u cti o n of h u m a n t h er a p e uti c s, a n d a n e arl y st u d y o b s er v e d a cti vit y of h u m a n α -

2, 6 -si al yltr a n sf er a s e wit h tr a n s -G ol gi b o d y l o c ali s ati o n, d e m o n str ati n g t h at 

gl y c o s yltr a n sf er a s e s c a n b e s u b c o m p art m e nt ali z e d t o s p e cifi c ci st er n a e of t h e pl a nt 
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G ol gi a p p ar at u s ( W e e  et al., 1 9 9 8) . Lit er at ur e al s o pr o vi d e s pr e c e d e nt f or eff e cti v e i n 

pl a nt a  si al yl ati o n of a t h er a p e uti c pr ot ei n a c hi e v e d u si n g a r e c o m bi n a nt m A b  a s 

a c c e pt or s u b str at e o b s er v e d aft er a c hi e vi n g pr o p er s u b c ell ul ar l o c ali s ati o n of a n S T -

G al T c o n str u ct ( C a stil h o  et al., 2 0 1 0)  w h er e b y all a v ail a bl e a c c e pt or s u b str at e s w er e 

si al yl at e d, a s w o ul d b e t h e i nt e n d e d o ut c o m e of t hi s s y st e m. S o m e  i n c o m pl et el y 

pr o c e s s e d str u ct ur e s r e m ai n e d, b ut t h e s e w er e attri b ut e d t o t h e o v er e x pr e s si o n of S T -

G al T i nt e rf eri n g wit h e n d o g e n o u s gl y c a n pr o c e s si n g ( C a stil h o et al., 2 0 1 0) .  

 

E v e n wit h m o d er n pr e di cti v e t o ol s, e xi sti n g r e s e ar c h s u g g e st s e x p eri m e nt al t e sti n g i s 

n e c e s s ar y t o c o nfir m C T S -dir e ct e d l o c ali s ati o n ( L o o s et al., 2 0 1 4). W hil e n ot f ull y 

u n d er st o o d, t h e b a si s of t h e C T S m e c h a ni s m s e e m s t o r el at e t o t h e u n d erl yi n g n at ur e 

a s  r e si d e nt gl y c o s yl ati o n e n z y m e s a s t y p e II m e m br a n e pr ot ei n s ( S c h o b er er et al., 

2 0 1 0) , b ut wit h p ot e nti all y s e p ar at e f u n cti o n al r ol e s f or t h e i n di vi d u al c o m p o n e nt s of 

t h e C T S. W hil e t h e str u ct ur e o p er at e s a s a si n gl e p a s s si g n al-a n c h or s e q u e n c e t h at 

pr o vi d e s l u m e n al ori e nt ati o n of t h e e n z y m e ( S c h o b er er et al., 2 0 1 3)  t h e c yt o pl a s mi c 

d o m ai n i s pr o p o s e d i n e xi sti n g r e s e ar c h t o pr o vi d e m o difi e d E R e x p ort a n d ori e nt ati o n 

of t h e e n z y m e c at al yti c s u b u nit ( S c h o b er er et al., 2 0 0 9). T h e l e n gt h, a n d wit h t h at t h e 

si z e of t h e tr a n s m e m br a n e i s t h o u g ht t o r el at e t o v ar yi n g m e m br a n e  t hi c k n e s s of G ol gi 

b o d y ci st er n a e ( P a g n y et al ., 2 0 0 3) . Wit h t h e s e f a ct or s i n mi n d, m a ni p ul ati o n of t h e 

C T S c a n b e a n eff e cti v e t o ol i n dir e cti n g s u b -G ol gi l o c ali s ati o n, b ut o nl y if pr o p erl y 

u n d er st o o d ( L o o s et al., 2 0 1 4) a n d off er e x pl a n ati o n s t o t h e di stri b uti o n of t h e 

e n z y m ati c e n vir o n m e nt i n t h e pl a nt G ol gi b o d y.  

 

 

T hi s pr oj e ct w a s c o n c er n e d wit h a c hi e vi n g  t h e ci st er n a e-s p e cifi c l o c ali s ati o n of 

e x o g e n o u s H u G E s i nt o t h e l at e G ol gi f or t h e i ntr o d u cti o n of m a m m ali a n s p e cifi c 

gl y c a n s ( S c h o b er er et al, 2 0 1 8 b). T h e s p e cifi c s u b -G ol gi l o c ali s ati o n of e n z y m e s 

i m p a ct s o n t h e fi n al gl y c a n str u ct ur e s pr o d u c e d. T ar g eti n g of gl y c o s yl ati o n e n z y m e s 

t o s p e cifi c r el e v a nt s u b-G ol gi ci st er n a e w a s i n di c at e d i n lit er at ur e t o i m pr o v e e n z y m e 

a cti vit y a n d t o g e n er at e a gr e at er yi el d of s p e cifi c gl y c a n str u ct ur e s; f or e x a m pl e, 

G N TI V a n d G N T V pr o d u c e a gr e at er yi el d of bi - a n d tri - a nt e n n ar y gl y c a n s w h e n 

e x pr e s s e d i n t h e m e di al -G ol gi t h a n w h e n e x pr e s s e d i n t h e tr a n s-G ol gi  (B o s c h  et al., 

2 0 1 3 ; C a stil h o et al., 2 0 1 1 ). T h e s e ar e e s s e nti al a s a pr er e q ui sit e t o pr o d u c e c o m pl e x 

h u m a n -t y p e gl y c a n s, a n d a v ari et y of l o c ali s ati o n str at e gi e s h a v e pr e vi o u sl y b e e n 
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s u c c e s sf ull y a p pli e d ( N a g el s et al., 2 0 1 1), i n di c ati n g t h at t hi s w a s a r e a s o n a bl e 

m et h o d ol o g y f or o pti mi si n g gl y c a n yi el d . H o w e v er, w hil e t h e pr e vi o u sl y m e nti o n e d u s e 

of a n S T -β 1, 4 -g al a ct o s yltr a n sf er a s e  (Str a s s er et al., 2 0 0 9 ) c o n str u ct s u c c e s sf ull y 

pr o d u c e d of di -g al a ct o s yl at e d N -gl y c a n str u ct ur e s d u e t o tr a n s-G ol gi dir e ct e d 

l o c ali s ati o n, th e s a m e a p pr o a c h u si n g a f u si o n of X yl T C T S d o m ai n al o n g si d e β 1, 4 -

g al a ct o s yltr a n sf er a s e  f ail e d t o pr o d u c e a n y di-g al a ct o s yl at e d str u ct ur e s . It pr o d u c e d 

o nl y m o n o -g al a ct o s yl at e d or h y bri d, i n di c ati n g t h at t h e e arli er m e di al -G ol gi l o c ali s ati o n 

pr e v e nt e d or li mit e d f or m ati o n of di -g al a ct o s yl at e d N -gl y c a n str u ct ur e s, a n d t h at t h e 

d e gr e e t o w hi c h l o c ali s ati o n aff e ct e d yi el d i n cl u d e d a b s e n c e of i nt e n d e d str u ct ur e s 

(Str a s s er et al., 2 0 0 9 ). Ci s -G ol gi t ar g eti n g of a G al T f u si o n si mil arl y f ail e d t o pr o d u c e 

si g nifi c a nt g al a ct o s yl ati o n ( V é zi n a et al., 2 0 0 9). E arli er r e s e ar c h i n b ot h t o b a c c o B Y 2 

c ell s a n d m at ur e pl a nt s ( P al a c p a c et al., 1 9 9 9 ; B a k k er et al., 2 0 0 1 ) e x pr e s si n g β 1, 4 -

g al a ct o s yltr a n sf er a s e  i n di c at e d t h at s u b-G ol gi l o c ali s ati o n of t h e i n s ert si mil arl y 

di ct at e d r e s ulti n g gl y c a n str u ct ur e s, b ut t h e d e gr e e of g al a ct o s yl ati o n diff er e d 

si g nifi c a ntl y b et w e e n gr o wt h f or m s ( L o o s et al., 2 0 1 4) a g ai n i n di c ati n g t h e c o m pl e xit y 

a n d n e e d f or e x p eri m e nt al  t e sti n g f or m o dif yi n g gl y c o s yl ati o n. W hil e t h e c h oi c e t o u s e 

pl a nt d eri v e d C T S d o m ai n s M U R 3 ( m e di al -G ol gi) a n d F U T 1 3 ( tr a n s-G ol gi) ( S c h o b er er 

et al., 2 0 1 1) i n t hi s pr oj e ct m a y b e l e s s t e st e d i n m o dif yi n g H u G E l o c ali s ati o n, it w a s 

t o u n d er st a n d a f urt h er le v el of o pti mi s ati o n b y u si n g n ati v e pl a nt l o c ali s ati o n si g n al s.  

S p e cifi cit y of t h e l o c ali s ati o n o b s er v e d i n o ur r e s ult s al s o cir c u m v e nt s p o s si bilit y t h at 

r a n d o m i ntr o d u cti o n of H u G E s c o ul d i nt erf er e wit h e n d o g e n o u s gl y c o s yl ati o n a n d l e a d 

t o g e n er ati o n of u n d e sir a bl e or i n c o m pl et e N-gl y c a n str u ct ur e s ( C h e n et al., 2 0 1 6 ).  

 

C o n v er s el y, s p e cifi c l o c ali s ati o n of e x o g e n o u s m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s c a n 

r e d u c e a cti vit y of e n d o g e n o u s pl a nt gl y c o s yl ati o n ( Fr e y et al., 2 0 0 8). I n t hi s i n st a n c e 

r at G N TIII eit h er a s t h e n ati v e s e q u e n c e or affi x e d wit h a n Ar a bi d o p si s t h ali a n a  

m a n n o si d a s e II C T S d o m ai n i n cr e a s e d t h e fr a cti o n of N -gl y c a n s d e v oi d of β -1, 2 ‐x yl o s e 

a n d α -1, 3 ‐f u c o s e ( Fr e y et al., 2 0 0 8), w hi c h c o ul d b e a d v a nt a g e o u s i n t h e pr o d u cti o n 

of t h er a p e uti c s. Si mil arl y, lit er at ur e i n di c at e s t h at h u m a n β 1, 4 -g al a ct o s yltr a n sf er a s e 1 

s h o w s t ar g eti n g i n t h e pl a nt G ol gi t h at i nt erf er e s wit h bi a nt e n n ar y c o m pl e x N -gl y c a n 

f or m ati o n, l e a di n g t o i n cr e a s e d N-gl y c a n h et er o g e n eit y ( B a k k er et al. , 2 0 0 1; B a k k er et 

al. 2 0 0 6 ; Str a s s er et al. 2 0 0 9; Str a s s er et al., 2 0 1 6). A s t hi s pr oj e ct si mil arl y dir e ct s 

l o c ali s ati o n of e x o g e n o u s H u G E s i nt o t h e m e di al- a n d tr a n s-G ol gi, t h e sit e s f or  β -1, 2 ‐
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x yl o s e a n d α -1, 3 ‐f u c o s e att a c h m e nt,  it i s p o s si bl e t h e s e c o ul d si mil arl y l e a d t o 

r e d u cti o n i n f or m ati o n of t h e s e gl y c a n s. 

6. 3 I m m u n o g e ni cit y of pl a nt pr o d u c e d gl y c a n s  

 

Att a c h m e nt of β -1, 2 -x yl o s e a n d c or e α -1, 3  f u c o s e o nt o c o m pl e x N -gl y c a n s i n a d diti o n 

t o f or m ati o n of L e wi s -a b o di e s  ar e all c o m m o n f e at ur e s of e n d o g e n o u s  pl a nt 

gl y c o s yl ati o n i n s p e ci e s c urr e ntl y u s e d t o pr o d u c e t h er a p e uti c s ( G o m or d et al., 2 0 0 4; 

Str a s s er et al., 2 0 1 4) . T h e s e m otif s h a v e r ai s e d c o n c er n s f or t h eir p ot e nti al 

i m m u n o g e ni c pr ofil e w h e n a p pli e d t o u s e f or h u m a n t h er a p e uti c s ( B ar d or et al., 2 0 0 3; 

K o p p el m a n et al., 2 0 0 0; R e e et al., 2 0 0 0)  b ei n g t h e str u ct ur al b a si s of cr o s s -r e a cti v e 

c ar b o h y dr at e d et er mi n a nt s ( Alt m a n n et al., 2 0 0 7).  Hi g h ri s k a p pli c ati o n s  s u c h a s 

e n z y m e r e pl a c e m e nt t h er a p y, c o ul d si g nifi c a ntl y li mit t h e l o n g -t er m effi c a c y of 

tr e at m e nt wit h i n cr e a s e d ri s k of h y p er s e n siti vit y r e a cti o n s. β -1, 2 -x yl o s e a n d c or e α -1, 3  

f u c o s e pl a nt -gl y c a n s c a n i n d u c e r a pi d cl e ar a n c e fr o m cir c ul ati o n a n d i n a d diti o n t o 

all er gi c r e a cti o n s  b e c a u s e of t h e pr e s e n c e of I g E a nti b o di e s dir e ct e d a g ai n st t h e s e 

e pit o p e s ( G o m or d et al., 2 0 1 0)  t hr o u g h a p o orl y u n d er st o o d m e c h a ni s m ( St elt er et al., 

2 0 1 9)  f urt h er li miti n g t h e s c o p e of a n y t h er a p e uti c pr ot ei n s pr o d u c e d. L e wi s -a e pit o p e s 

ar e b i a nt e n n ar y c o m pl e x-t y p e N-gl y c a n s  t h at ar e n e arl y u bi q uit o u s i n pl a nt s, a n d N-

gl y c a n s c o nt ai ni n g t h e m ar e p arti c ul arl y a b u n d a nt i n t o b a c c o pl a nt s, a n d ar e k n o w n 

t o b e hi g hl y i m m u n o g e ni c i n m a m m al s ( Fit c h ett e et al., 1 9 9 9).I n a d diti o n t o dir e ct ri s k 

a s s o ci at e d wit h L e wi s -a gl y c a n m otif s , a d e b at e d s o ur c e of i m m u n or e a cti vit y( R e e et 

al., 2 0 0 0), t h e s e p ot e nti all y  i nt erf er e wit h β 1, 4-g al a ct o s yl ati o n ( Str a s s er et al., 2 0 0 8 ; 

G örit z er et al., 2 0 2 1)  di mi ni s hi n g b ot h p ot e nti al s af et y a n d i nt e n d e d gl y c o m o difi c ati o n 

of e x pr e s s e d pr ot ei n s.  

 

I m m u n o g e ni c N-gl y c a n s ar e n ot s p e cifi c t o pl a nt pr o d u cti o n s y st e m s, h o w e v er. Y e a st s 

a d d hi g hl y i m m u n o g e ni c t er mi n al N -gl y c a n m a n n o s yl ati o n t o r e c o m bi n a nt pr ot ei n s, 

a n d m a m m ali a n e x pr e s si o n s y st e m s i n cl u di n g C hi n e s e h a m st er o v ar y c ell li n e s ar e 

k n o w n pr o d u c e s e v er al hi g hl y i m m u n o g e ni c gl y c a n str u ct ur e s, i n cl u di n g N -

gl y c o s yl n e ur a mi ni c a ci d  si ali c a ci d i s of or m a n d t er mi n al α -1, 3 -g al a ct o s e  t h at m a y eli cit 

i m m u n e r e s p o n s e s ( G o m or d et al., 2 0 0 4). W hil e t hi s m e a n s pl a nt s y st e m s ar e n ot i n 

a u ni q u e p o siti o n, t h e s e gl y c a n s ar e still a s m all er b arri er t o a l o w i m m u n o g e ni c pr ofil e 
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pr o d u cti o n s y st e m t h a n ot h er p o p ul ar h o st or g a ni s m s.  T hi s i s t h e si g nifi c a nt r e a s o n 

t h e g e n er ati o n of t h e  Str a s s er et al ( 2 0 0 8) Δ X F T  R N Ai Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a li n e a n d 

it s u s e i n t hi s pr oj e ct, i n p art t o w or k t o w ar d s cr e ati o n of a s u c h a s y st e m. Si mil ar 

a p pr o a c h e s h a v e b e e n d e v el o p e d i n α 1, 3 ‐f u c o s yltr a n sf er a s e ( F u c‐T) a n d β 1, 2 ‐

x yl o s yltr a n sf er a s e ( X yl ‐T) i n P h y s c o mitr ell a p at e n s  f or α 1, 3 ‐f u c o s yltr a n sf er a s e) a n d 

β 1, 2 ‐x yl o s yltr a n sf er a s e  si n gl e or d o u bl e k n o c k o ut m ut a nt li n e s  (K o pri v o v a  et al., 

2 0 0 4). I n t h e c o nt e xt of t hi s pr oj e ct it w o ul d b e i nt er e sti n g t o s e e if H u G E i n s erti o n s i n 

t h e W T N. B li n e s ar e i n a n y w a y c o m p ar a bl e t o t h e Δ X F T  li n e s ge n er at e d d u e  t o t h e 

d o w nr e g ul ati o n of t h e s e pr o bl e m ati c gl y c o e pit o p e s, r e s ulti n g fr o m i nt erf er e n c e a s 

di s c u s s e d pr e vi o u sl y ( Fr e y et al., 2 0 0 8), a n d fr o m att a c h m e nt of L e wi s-a b o di e s c hi efl y 

o c c urri n g i n t h e tr a n s-G ol gi ( Fit c h ett e et al., 1 9 9 9; Str a s s er et al., 2 0 0 7). T h er ef or e , a 

dr u g pr o d u cti o n s y st e m wit h a l a c k of e n d o g e n o u s c o nt a mi n a nt s  fr o m t h e h o st 

or g a ni s m , al o n g si d e i m pr o v e d g e n er al pr o d u cti o n p ar a m et er s off er e d b y pl a nt 

s y st e m s, w o ul d b e s ci e ntifi c all y a n d c o m m er ci all y si g nifi c a nt.  

 

 

 

6. 4 Pr o d u ci n g h u m a n P OI s i n pl a nt s  

R e c e nt hi st or y h a s s e e n pl a nt -b a s e d pl atf or m s t o pr o d u c e r e c o m bi n a nt pr ot ei n s b e gi n 

t o c h all e n g e e xi sti n g, w ell-d e v el o p e d a n d tr u st e d m a m m ali a n a n d b a ct eri al s y st e m s, 

a s i n d u str y b e gi n s t o s e e t h e e c o n o mi c a n d bi ol o gi c al a d v a nt a g e s of bi o p h ar mi n g 

( M o o n et al., 2 0 1 9). T h e t h er a p e uti c p ot e nti al f or pl a nt -m a n uf a ct ur e d pr ot ei n s h a s 

alr e a d y s e e n r e al -w orl d d e m o n str ati o n s of eff e cti v e n e s s, fr o m t h e p a n d e mi c r e s p o n s e 

c a p a bilit y of t o b a c c o -m a n uf a ct ur e d v a c ci n e s f or t h e 2 0 1 4 E b ol a o ut br e a k ( S a c k et al., 

2 0 1 5), t o t h e fir st pl a nt -m a n uf a ct ur e d e n z y m e r e pl a c e m e nt t h er a p y of r e c o m bi n a nt 

T ali gl u c er a s e Alf a t h er a p y, utili z e d f or G a u c h er’ s di s e a s e a n d pr o d u c e d i n a 

s u s p e n d e d c arr ot c ell c ult ur e ( R u p et al., 2 0 1 7 ; S h a alti el et al., 2 0 0 7; M o nt er o -M or al e s  

et al., 2 0 1 8 ). T h e di v er sit y of a p pli c ati o n s a n d a d mi ni str ati o n s c a n m a k e u s e of 

ot h er wi s e l e s s -d e sir a bl e pr o p erti e s of pl a nt s, s u c h a s utili zi n g e n d o g e n o u s pl a nt 

gl y c a n s t o sti m ul at e gr e at er i m m u n e r e s p o n s e f or i m m u ni s ati o n d eli v er e d b y vir u s -li k e 

p arti cl e s ( W ar d et al. , 2 0 1 4).  
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U s e of A gr o b a ct eri u m -m e di at e d tr a n sf or m ati o n of Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a  w a s c h o s e n 

d u e t o t h e t e c h ni c al d e m a n d s of t h e pr oj e ct r e g ar di n g gl y c o m o difi c ati o n, a n d pr a cti c al 

c o n si d er ati o n s of t h e r e s e ar c h. T h er e i s a str o n g b a si s i n t h e lit er at ur e f or t h e u s e of 

t o b a c c o pl a nt s f or c o m pl e x gl y c o m o difi c ati o n ( Str a s s er et al., 2 0 0 8), wit h a bilit y t o 

p erf o r m N-li n k e d gl y c o s yl ati o n li k e m a m m ali a n c ell s b ei n g a n e s s e nti al r e q uir e m e nt 

f or t h e p ur p o s e s of t hi s pr oj e ct . C o m pl et e m a m m ali a n gl y c a n pr ofil e d I g G c a n b e i n 

p art pr o d u c e d i n gl y c o e n gi n e er e d N. b e nt h a mi a n a  e x pr e s si n g h u m a n B 4 G A L T 1 i n t h e 

l at e G ol gi ( G örit z er et al., 2 0 2 1), a s t h e s e ar e di v er s e i n a p pli c ati o n a n d I g E s ar e t h e 

m o st h e a vil y gl y c o s yl at e d a nti b o di e s , t h e s e w er e of gr e at i nt er e st a s b ot h a r e p ort er 

of gl y c a n s y nt h e si s a n d r e c e pt or bi n di n g affi nit y  i n t hi s pr oj e ct. A d diti o n all y, pl a nt -

pr o d u c e d m A b s al s o h a v e a d e gr e e of gl y c a n h o m o g e n eit y t h at c a n n ot b e pr o d u c e d 

b y m a m m ali a n c ell s ( C h e n et al, 2 0 1 6) . 

 

 

U s e of w ell -d o c u m e nt e d cr o p s p e ci e s a s a v e ct or i s u s ef ul t o pr o d u c e r e c o m bi n a nt 

pr ot ei n f or t h er a p e uti c u s e s, d u e t o k n o w n gr o wt h c o n diti o n s a n d t h e m ol e c ul ar t o ol kit 

a v ail a bl e ( M o o n et al., 2 0 1 9). A gr o b a ct eri u m -m e di at e d tr a n sf or m ati o n of m at ur e pl a nt 

ti ss u e w a s u s ef ul a s a hi g h -t hr o u g h p ut m et h o d t o r a pi dl y t e st e x pr e s si o n of m ulti pl e 

c o n str u ct s a n d fl u or o p h or e s wit hi n a r el ati v el y s h ort ti m e fr a m e vi a c o nf o c al a n al y si s, 

w hil e t y pi c all y pr o mi si n g r el ati v el y hi g h e x pr e s si o n l e v el s s uffi ci e nt f or gr a m yi el d s  of 

pr o d u ct ( M o o n et al., 2 0 1 9 ). T hi s a d v a nt a g e of utili zi n g Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a  i n 

v ari o u s f or m s all o w s t h e p o s si bilit y t o i n v e sti g at e H u G E l o c ali s ati o n a n d pr o d u cti o n of 

r e c o m bi n a nt pr ot ei n s fr o m tr a n si e ntl y tr a n sf or m e d pl a nt s a n d  al s o i n st a bl y 

tr a n sf or m e d pl a nt s, i n cl u di n g t h e p o s si bilit y of m a ni p ul ati n g t hi s s y st e m i n f ut ur e t o 

p ur s u e b ett er i n d u stri all y s c al a bl e pr o d u cti o n m et h o d s ( X u et al., 2 0 1 2 ; K o g el m a n n et 

al., 2 0 2 5 ; S h a alti el et al., 2 0 0 7). Pr o d u ci n g h u m a n t h er a p e uti c s r e q uir e s a fi n al pr o d u ct 

t h at i s c a p a bl e of m e eti n g n e c e s s ar y d e m a n d s: s uffi ci e nt q u a ntit y, wit h c orr e ct 

str u ct ur e, a cti vit y, a n d p ur e a s p o s si bl e. E xi sti n g m a m m ali a n, b a ct eri al a n d y e a st 

s y st e m s c o ul d e a c h m at c h t h e s e crit eri a  t o s o m e e xt e nt, b ut n ot a s c o m pl et el y a s 

d e sir e d, e s p e ci all y w h er e off t ar g et eff e ct s a n d c o nt a mi n a nt s ar e c o n c er n e d. M a n y 

c urr e nt e n z y m e r e pl a c e m e nt t h er a pi e s utili z e d h a v e r e c or d e d c a s e s of all er gi c 
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r e a cti o n s t o c o nt a mi n a nt s or i m m u n o g e ni c str u ct ur e s w hi c h pr e v e nt p ati e nt s fr o m 

r e c ei vi n g c o n si st e nt eff e cti v e tr e at m e nt o pti o n s ( Zi mr a n et al., 2 0 1 1).  

 

Pl a s m a h alf -lif e of h u m a n t h er a p e uti c pr ot ei n s i s e s s e nti al i n m a n y dr u g s f or o pti m al 

t h er a p e uti c p ot e n c y, l a c k t h er e of w o ul d si g nifi c a ntl y di mi ni s h eff e cti v e n e s s of 

tr e at m e nt ( B o s c h et al., 2 0 1 3). T h e si ali c a ci d s o n N-gl y c a n s pr e v e nt r a pi d cl e ar a n c e 

of t h er a p e uti c s fr o m t h e bl o o d str e a m b y t h e G al -s p e cifi c h e p ati c a si al o gl y c o pr ot ei n 

r e c e pt or ( St o c k ert, 1 9 9 5). A b s e n c e of c o m pl e x m a m m ali a n t y p e N -gl y c a n s i n a n a nti -

r a bi e s m o n o cl o n al a nti b o d y pr o d u c e d i n pl a nt s y st e m s h a s r e d u c e d effi c a c y b y 

di mi ni s h e d pl a s m a  h alf -lif e ( K o et al., 2 0 0 3). F urt h er m or e, t h e i ntr o d u cti o n or 

a m plifi c ati o n of k e y m a m m ali a n gl y c a n s c a n si g nifi c a ntl y i m pr o v e pl a s m a h alf -lif e f or 

t h er a p e uti c pr ot ei n s ( C hi a et al., 2 0 2 3) w hi c h h a s b e e n s h o w n i n a m o difi e d 

er yt hr o p oi eti n wit h e n h a n c e d e n d t er mi n al si al y ati o n ( C a stil h o et al., 2 0 1 3; S u et al., 

2 0 1 0). E xi sti n g t h er a p e uti c s h a v e s h o w n e n h a n c e d p ot e n c y i n a ni m al tri al s fr o m t h e 

a d diti o n of m a m m ali a n N -li n k e d gl y c of or m s o bt ai n e d t hr o u g h pl a nt gl y c o e n gi n e eri n g 

( C h e n et al., 2 0 1 6) a s h a v e c utti ng e d g e t h er a p e uti c s u s e d a g ai n st S A R s -C o V -2 

( C a stil h o et al., 2 0 2 1).  

 

6. 5 L A L a s a pl a nt -p r o d u c e d E R T  

 

L A L i s a pr ot ei n of i nt er e st b ot h f or t h e a p pli c ati o n a n d a s a r e p ort er of t h e s y st e m’ s 

effi c a c y i n pr ot ei n pr o d u cti o n a n d gl y c o s yl ati o n. L A L i s a l y s o s o m al gl y c o pr ot ei n t h at 

s p e cifi c all y r e q uir e s pr e s e n c e of N -Gl y c a n s i n cl u di n g M a n n o s e -6 -p h o s p h at e a n d N -

a c et yl gl u c o s a mi n e t o all o w t ar g et e d d eli v er y of L A L t o t h e l y s o s o m al c o m p art m e nt, 

a n d t h er ef or e r e q uir e s pr o p er gl y c o s yl ati o n t o b e f u n cti o n all y a cti v e ( S u et al., 2 0 1 6). 

T hi s  i s a n e s s e nti al f e at ur e of t h e c urr e nt L A L E R T S e b eli p a s e Alf a © f or L A L-D 

(B al w a n i et al., 2 0 1 4), a n d a n y r e c o m bi n a nt L A L w o ul d n e e d t o r e pli c at e t hi s eff e ct  f or 

r e c e pt or-m e di at e d e n d o c yt o si s of e xtr a c ell ul ar L A L i nt o t h e l y s o s o m e a n d s u b s e q u e nt 

g e n er ati o n of t h e m at ur e li p a s e ( Li et al., 2 0 1 9; G o m ar a s c hi et al., 2 0 1 9).  
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L o w e x pr e s si o n of t h e ori gi n al h u m a n L A L c o n str u ct m a y b e attri b ut e d t o u n n e c e s s ar y 

cl e ar a n c e or i n a cti v ati o n c a u s e d b y pr e s e n c e of t h e m a m m ali a n si g n al p e pti d e. 

Diff er e n c e s i n t h e E R e n vir o n m e nt or l o c ali s ati o n of ori gi n al L A L c o ul d l e a d t o 

n o nf u n cti o n al pr ot ei n or p o or l e v el s of e x pr e s si o n. S u c h a si g n al p e pti d e i s a c o m m o n 

f e at ur e o n pr e c ur s or p ol y p e pti d e s of s ol u bl e l y s o s o m al pr ot ei n s a n d i s r e s p o n si bl e i n 

p art f or tr a n sl o c ati o n of L A L t o t h e l u m e n of t h e m a m m ali a n E R i n n o n -d efi ci e nt 

i n di vi d u al s ( Li et al., 2 0 1 9). Wit hi n m a m m ali a n c ell s, L A L u n d er g o e s di sti n ct si g n al 

p e pti d e cl e a v a g e st e p s a n d a s eri e s of p o st -tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n s t o g e n er at e a 

m at ur e li p a s e c a p a bl e of tr a n sl o c ati o n fr o m t h e E R t o t h e l y s o s o m al l u m e n ( Li et al., 

2 0 1 9). T h e tr a n sl at e d L A L pr ot ei n i s a 3 9 9 a a s e q u e n c e, wit h a n i niti al 2 7 a a si g n al 

p e pti d e b ei n g cl e a v e d a s p art of E R tr a n sl o c ati o n a n d s u b s e q u e nt si g n al p e pti d a s e 

cl e a v a g e. T h e r e s ulti n g 3 7 2 a a pr o -pr ot ei n u n d er g o e s c o/ p o st -tr a n sl ati o n al 

gl y c o s yl ati o n wit hi n t h e E R b ef or e tr a n s p ort t o t h e G ol gi f or a d diti o n of m a n n o s e 6 -

p h o s p h at e ( M 6 P) r e si d u e s, w hi c h f a cilit at e l y s o s o m al t ar g eti n g of t h e m at ur e L A L. 

S p e cifi c pr ot e ol yti c cl e a v a g e of t h e fir st 4 9 a a fr o m t h e N -t er mi n u s r el e a s e s t h e 3 2 3 

a a e n z y m ati c all y a cti v e m at ur e li p a s e, t h e sit e of a cti o n f or t hi s i s u n k n o w n ( Li et al., 

2 0 1 9). H o w e v er, t h e g e n er ati o n of e x o g e n o u s L A L f or u s e i n h u m a n i ntr a v e n o u s 

e n z y m e r e pl a c e m e nt t h er a p y o nl y r e q uir e s pr e s e n c e of t h e M 6 P r e si d u e s, w hi c h ar e 

att a c h e d d uri n g gl y c o s yl ati o n. Pr e s e n c e of M 6 P f a cilit at e bi n di n g of e x o g e n o u s L A L 

t o t h e M 6 P r e c e pt or a n d s u b s e q u e nt l o c ali s ati o n t o t h e l y s o s o m e, w h er e t h e M 6 P 

r e c e pt or di s s o ci at e s fr o m L A L t o g e n er at e a m at ur e li p a s e ( G o m ar a s c hi et al., 2 0 1 9). 

Pr e s e n c e of si g n al p e pti d e s d o n ot pl a y a f u n cti o n al  r ol e o n t h e t h er a p e uti c t ar g eti n g 

of e x o g e n o u s L A L d eli v er e d a s i ntr a v e n o u s E R T.  P o st -tr a n sl ati o n al gl y c o m o difi c ati o n 

wit hi n t h e pl a nt G ol gi w o ul d b e e s s e nti al f or g e n er ati n g a t h er a p e uti c all y eff e cti v e 

r e c o m bi n a nt h u m a n L A L c a p a bl e of u pt a k e b y t h e h u m a n  l y s o s o m e, w hi c h w o ul d b e 

a c hi e v e d b y c o -e x pr e s si o n of t h e pr o p o s e d m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s t o 

g e n er at e e s s e nti al M 6 P str u ct ur e s , a n d hi g hl y d e sir e d f urt h er N-li n k e d gl y c a n s b e ari n g 

t er mi n al a 2, 6-si ali c a ci d. A cti vit y of t h e c h ar a ct eri sti c m a n n o s e -t ar g eti n g m e c h a ni s m  

i n a pl a nt pr o d u c e d L A L h a s b e e n s u c c e s sf ull y d e m o n str at e d  i n i n t o b a c c o ( D u et al., 

2 0 0 8), h o w e v er t hi s c o nt ai n e d pl a nt -s p e cifi c x yl o s e a n d f u c o s e r e si d u e s, a n d l a c k e d 

m a m m ali a n e n d -t er mi n al si ali c a ci d. M at ur e h u m a n L A L h a s si x p ut ati v e N -

gl y c o s yl ati o n sit e s , A s n -1 5, A s n -5 1 , A s n -8 0, A s n -1 4 0, A s n -2 5 2, a n d A s n -3 0 0  

(Z s c h e n k er et al., 2 0 0 5, R aj a m o h a n et al., 2 0 2 0). T h e s e r e a dil y a c c e pt gl y c a n s  a n d 

t h eir str u ct ur e will l ar g el y d e p e n d o n t h e e n z y m ati c e n vir o n m e nt pr e s e nt, e. g. all sit e s 
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c a n b e s at ur at e d wit h hi g h -m a n n o s e oli g o s a c c h ari d e s w h e n pr o d u c e d i n a n i n s e ct 

h o st ( R aj a m o h a n et al ., 2 0 2 0) , b ut i n m a m m ali a n c ell s will b e gl y c o s yl at e d wit h si ali c 

a ci d str u ct ur e s ( D u et al., 2 0 0 5). T h e i nt e nt of t h e pr o d u cti o n s y st e m e x pl or e d i n t hi s 

pr oj e ct w o ul d b e t o g e n er at e a pl a nt pr o d u c e d L A L wit h all si x gl y c o s yl ati o n sit e s 

c o m pl et el y o c c u pi e d b y e n d -t er mi n al a 2, 6-si ali c a ci d str u ct ur e s, a f u n cti o ni n g M 6 P f or 

dir e ct e d l o c ali s ati o n a n d wit h o ut p ot e nti all y pr o bl e m ati c pl a nt -s p e cifi c x yl o s e a n d 

f u c os e r e si d u e s.  

 

6 . 6 F ut ur e w o r k 

F ut ur e w or k f or t hi s pr oj e ct w o ul d b e c o nti n u e d pr o d u cti o n of h u m a n pr ot ei n s of 

i nt er e st i n gl y c o m o difi e d li n e s, wit h d e v el o p m e nt of a s u c c e s sf ul l e cti n bi n di n g 

m et h o d ol o g y f or d et e cti o n of m a m m ali a n gl y c o m o difi c ati o n. I d e all y m a s s 

s p e ctr o m etr y c o ul d b e u s e d aft er t hi s p oi nt t o a s s e s s pr e s e n c e a n d a b u n d a n c e of 

gl y c a n str u ct ur e s o n c a n di d at e pr ot ei n s, wit h f urt h er a s s a y s t o a s s e s s t h e bi n di n g 

affi niti e s of I g s a n d e n z y m e a cti vit y of L A L ( O hir a et al., 2 0 2 2). Eff e cti v e pr o d u cti o n of 

t er mi n al si al yl at e d pr ot ein s i n t hi s s y st e m m a y r e q uir e c o -e x pr e s si o n of t h e G ol gi 

C M P -Si ali c a ci d tr a n s p ort er ( C S T) a n d t h e n e c e s s ar y pr e c ur s or f e e d f or C M P -si ali c 

a ci d bi o s y nt h e si s r e q uir e d ( S c h o b er er et al., 2 0 1 8) a n d w o ul d a d diti o n all y r e q uir e 

f urt h er i n v e sti g ati o n i nt o i n d u ci bl e e x pr e s si o n of m ulti pl e r e c o m bi n a nt e n z y m e s wit hi n 

t h e m e di al/tr a n s-G ol gi ci st er n a e , p o s si bl y t hr o u g h u s e of f urt h er 2 A s elf-cl e a vi n g 

p e pti d e a p pr o a c h e s.  

 

C urr e nt r e s e ar c h i nt o pl a nt pr o d u cti o n s y st e m s h a v e t a k e n t h e b a si c c o n c e pt s of t hi s 

pr oj e ct t o a n e w l e v el. I n d u str y r e a d y li n e s Ni c oti a n a b e nt h a mi a n a  c a p a bl e of 

m a m m ali a n t y p e gl y c o pr ot ei n pr o d u cti o n wit h n e gli gi bl e i m m u n o g e ni c pr ofil e t hr o u g h 

e n d o g e n o u s gl y c a n d e pl eti o n alr e a d y e xi st ( K o g el m a n n et al., 2 0 2 5). E n gi n e eri n g f or 

pr o d u cti o n of t h er a p e uti c pr ot ei n s i n pl a nt s n o w l o o k s b e y o n d t h e pl a nt G ol gi  i nt o 

m o dif yi n g t h e di m e n si o n s of t h e E R t o pr o d u c e l ar g er a n d m or e c o m pli c at e d pr ot ei n s 

or e n h a n c e q u ali t y a n d yi el d of w ell k n o w t h er a p e uti c pr ot ei n s ( G örit z er et al., 2 0 2 5). 

Si g nifi c a nt a d v a n c e s h a v e b e e n m a d e i n i m pr o vi n g yi el d a n d pr ot ei n q u alit y b y 

pr e v e nti n g pr ot e ol yti c d e gr a d ati o n of r e c o m bi n a nt pr ot ei n s ( H e hl e et al., 2 0 1 5). Pl a nt s 
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ar e n o w u s e d t o pr o d u c e c utti n g e d g e t h er a p e uti c s t h at i n cl u d e m a m m ali a n N -

gl y c o s yl at e d S A R s -C o V -2  dr u g s  ( C a stil h o et al., 2 0 2 1) r at h er t h a n b ul k si m pl e 

pr ot ei n s, a n d u s e of C RI S P R/ C a s 9 t e c h n ol o g y h a s yi el d e d pl a nt pr o d u c e d 

t h er a p e uti c s o n p ar wit h t h o s e pr o d u c e d i n m a m m ali a n C H O s y st e m s ( J a n si n g et al., 

2 0 1 9). D o w n str e a m e xtr a cti o n of r e c o m bi n a nt pr ot ei n r e m ai n s a m aj or c h all e n g e, wit h 

m a n y str at e gi e s diffi c ult t o tr a n sf er fr o m l a b s c al e t o c o m m er ci al s etti n g ( B u y el et al., 

2 0 1 5) . I n s h ort, pr o d u cti o n of th er a p e uti c pr ot ei n s i n pl a nt s y st e m s i s a p o p ul ar d o m ai n 

of r a pi d e n h a n c e m e nt t h at i n cr e a si n gl y pr o mi s e s t o o ut p a c e tr a diti o n al a p pr o a c h e s t o 

g e n er ati n g r e c o m bi n a nt pr ot ei n s wit h m a m m ali a n p o st -tr a n sl ati o n al m o difi c ati o n s. 
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gl y c a n pr o c e s si n g e n z y m e s i n pl a nt s. Fr o nti er s i n pl a nt s ci e n c e, 1 6, 1 6 2 4 9 4 9  
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G o m ar a s c hi, M., B o n a ci n a, F., & N or at a, G. D. ( 2 0 1 9). L y s o s o m al A ci d Li p a s e: Fr o m 
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Li u Z., L, Oli vi a C., W all J B., Mi c h a el Z., Y a n g Z., Li W., V a s e g hi, H R., Qi a n, Li Q., 
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A p p e n di x 8. 1:  P yt h o n s cri pt f o r p e a k i nt e n sit y di st a n c e  

  

C o d e f or p yt h o n v er si o n 3. 9  

 

i m p ort n u m p y a s n p 

fr o m gl o b i m p ort gl o b 

i m p ort p a n d a s a s p d 

fr o m s ci p y. o pti mi z e i m p ort c ur v e _fit 

i m p ort m at pl otli b. p y pl ot a s plt 

 

# H o w t o u s e:  

# P ut all c s v fil e s i n D at a F ol d er  

# R u n m ai n. p y  

# O ut p ut Fi g ur e s will a p p e ar i n O ut p ut Fi g ur e s f ol d er  

 

# D efi n e g a u s si a n e q u ati o n  

d ef g a u s s( x, a, b, c):  

    r et ur n a * n p. e x p(-(( x-b)** 2) / ( 2 * c** 2))  

 

# G et all c s v fil e n a m e s i n D at a f ol d er  

p att er n = " D at a/*. c s v"  

fil e _ n a m e _li st = gl o b( p att er n) 

 

# Al p h a b eti s e ( gl o b r e a d s fil e s i n a r a n d o m or d er)  

fil e _ n a m e _li st = n p. s ort(fil e _ n a m e _li st) 

pri nt(f" N u m b er of Fil e s F o u n d: {l e n(fil e _ n a m e _li st)} \n")  

 

 

# E m pt y li st t o st or e di st a n c e s  

g a u s s _ di st a n c e s _li st = []  
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m a x _ v al u e _ di st a n c e s _li st = []  

c h a n n el _ 1 _ m a x _li st = []  

c h a n n el _ 2 _ m a x _li st = []  

 

 

 

# L o o p t hr o u g h fil e n a m e s  

f or i, fil e i n e n u m er at e(fil e _ n a m e _li st): 

 

    # L o a d d at a  

    d at a = n p. g e nfr o mt xt (fil e, d eli mit er =',', s ki p _ h e a d er = 3) 

 

    # G et c h a n n el d at a ( u n n e c e s s ar y, b ut i' m m a ki n g a n eff ort t o c h a n g e v ari a bl e s i nt o 
s o m et hi n g l e s s a b str a ct)  

    c h a n n el _ 1 = d at a[:, 1]  

    c h a n n el _ 2 = d at a[:, 2]  

    di st a n c e s = d at a[:, 0]  

 

    # T h e fit d o e s n't h a v e t o h a v e t h e s a m e n u m b er of d at a p oi nt s, it l o o k s s m o ot h er 
wit h 1 0 0 0 p oi nt s  

    x _ v al u e s = n p.li n s p a c e( 0, n p. m a x( di st a n c e s), 1 0 0 0)  

 

 

    # Fit C h a n n el 1 D at a t o G a u s si a n  

 

    # G u e s s e s 1  

    h ei g ht = n p. m a x( c h a n n el _ 1)  

    p o siti o n = di st a n c e s[i nt( n p. ar g m a x( c h a n n el _ 1))]  

    st d e v = 1 0 0  

    g u e s s e s = [ h ei g ht, p o siti o n, st d e v]  
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    # G et r e si d u al s a n d cr e at e fit f u n cti o n  

    fit _ v al u e s _ 1, _ = c ur v e _fit( g a u s s, x d at a = di st a n c e s, y d at a = c h a n n el _ 1, 
p 0 = g u e s s e s)  

    y _fit = g a u s s( x _ v al u e s, fit _ v al u e s _ 1[ 0], fit _ v al u e s _ 1[ 1], fit _ v al u e s _ 1[ 2])  

 

    # Pl ot d at a a s s c att er a n d fit a s li n e  

    plt.fi g ur e(i, fi g si z e =( 7, 5))  

    plt. s c att er( di st a n c e s, c h a n n el _ 1, c ol or =" # c a 0 cf 5", l a b el =" C h a n n el 1 D at a")  

    plt. pl ot( x _ v al u e s, y _fit, c ol or =" # c a 0 cf 5", l a b el =" C h a n n el 1 Fit")  

 

 

    # Fit C h a n n el 2 D at a t o G a u s si a n  

 

    # G u e s s e s 2  

    h ei g ht = n p. m a x( c h a n n el _ 2)  

    p o siti o n = di st a n c e s[i nt( n p. ar g m a x( c h a n n el _ 2))]  

    st d e v = 1 0 0  

    g u e s s e s = [ h ei g ht, p o siti o n, st d e v]  

 

    # G et r e si d u al s a n d cr e at e fit f u n cti o n  

    fit _ v al u e s _ 2, _ = c ur v e _fit( g a u s s, x d at a = di st a n c e s, y d at a = c h a n n el _ 2, 
p 0 = g u e s s e s)  

    y _fit = g a u s s( x _ v al u e s, fit _ v al u e s _ 2[ 0], fit _ v al u e s _ 2[ 1], fit _ v al u e s _ 2[ 2])  

 

    # Pl ot d at a a s s c att er a n d fit a s li n e  

    plt. s c att er( di st a n c e s, c h a n n el _ 2, c ol or =" # 2 bff 0 0", l a b el =" C h a n n el 2 D at a")  

    plt. pl ot( x _ v al u e s, y _fit, c ol or =" # 2 bff 0 0", l a b el =" C h a n n el 2 Fit")  

 

    # Gr a p h f or m atti n g  

    plt.l e g e n d()  

    plt. xl a b el(" Di st a n c e ( n m)")  
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    plt. yl a b el("I nt e n sit y")  

    plt.titl e(fil e[ 5: -4])  

    plt.ti g ht _l a y o ut()  

    fi g _titl e = f"./ O ut p ut _ Fi g ur e s/{fil e[ 5:-4]}. p n g"  

    plt. s a v efi g(fi g _titl e)  

 

 

    # C al c ul at e di st a n c e b et w e e n p e a k l o c ati o n s u si n g g a u s si a n di stri b uti o n  

    g a u s _ s e p ar ati o n = a b s(fit _ v al u e s _ 1[ 1] - fit _ v al u e s _ 2[ 1]) 

    g a u s s _ di st a n c e s _li st. a p p e n d( g a u s _ s e p ar ati o n)  

 

    # C al c ul at e di st a n c e b et w e e n p e a k l o c ati o n s u si n g m a xi m u m v al u e  

    m a x _ v al u e _ s e p = a b s( di st a n c e s[ n p. ar g m a x( c h a n n el _ 1)] - 
di st a n c e s[ n p. ar g m a x( c h a n n el _ 2)])  

    m a x _ v al u e _ di st a n c e s _li st. a p p e n d( m a x _ v al u e _ s e p)  

 

 

    c h a n n el _ 1 _ m a x _li st. a p p e n d(fit _ v al u e s _ 1[ 1])  

    c h a n n el _ 2 _ m a x _li st. a p p e n d(fit _ v al u e s _ 2[ 1])  

 

    pri nt(" Fil e N a m e:")  

    pri nt(fil e[ 5: -4])  

    pri nt(f" Di st a n c e: { n p.r o u n d( g a u s _ s e p ar ati o n, 2)} n m \n")  

 

 

# St or e it i n a C S V t h at e x c el c a n o p e n  

di cti o n ar y = {" Fil e N a m e": fil e _ n a m e _li st,  

              " C h a n n el 1 P e a k L o c ati o n": c h a n n el _ 1 _ m a x _li st,  

              " C h a n n el 2 P e a k L o c ati o n": c h a n n el _ 2 _ m a x _li st,  

               " G a u s si a n Di st a n c e ( n m)": g a u s s _ di st a n c e s _li st,  

              " M a x V al u e Di st a n c e ( n m)": m a x _ v al u e _ di st a n c e s _li st}  
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df = p d. D at a Fr a m e( di cti o n ar y)  

df.t o _ c s v(" A n al y si s. c s v")  
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A p p e n di x 8. 2 : S e q u e n c e s f or s elf-cl e a vi n g p e pti d e m ar k er s  

 

8. 2. 1 S y nt h e si s e d a n d c o d o n -o pti mi s e d m e di al/tr a n s G ol gi m a r k e r wit h 

s elf -cl e a vi n g p e pti d e  

 

M U R 3 -li n k er-m T a g B F P -I nt ei n-li n k er-P 2 A -F U T 1 3/ C T S -m ar k er  

A T G T T C C C C A G A G T C A G T A T G C G A A G G A G A A G T G C A G A G G T C A G C C C C A C T G A

A C C C A T G G A A A A G G G C A A C G G T A A G A A C C A A A C A A A C C G C A T T T G C C T C T T G G

T C G C G C T G A G C T T G T T C T T T T G G G C G C T T C T A T T A T A T T T T C A C T T C G T A G T A C T

T G G T A C C A G C A A T A T A G A C A A G C A A T T A C A G C T T C A G C C A T C C T A C G C A T G C A G

T T G C G G G T C C G G A A G T A G G A T G G T A A G T A A A G G A G A G G A A T T A A T C A A A G A A A

A T A T G C A T A T G A A G C T T T A T A T G G A A G G A A C A G T T G A T A A T C A C C A T T T T A A A T G

T A C T T C T G A A G G G G A A G G G A A A C C T T A T G A G G G T A C T C A A A C A A T G C G C A T A A A

A G T T G T T G A A G G T G G T C C A T T A C C A T T T G C G T T T G A T A T T C T C G C C A C A A G T T T T

C T A T A T G G G T C T A A A A C A T T T A T T A A T C A T A C A C A G G G A A T C C C A G A T T T C T T T A

A A C A G T C A T T T C C A G A A G G T T T T A C T T G G G A A C G G G T T A C A A C T T A T G A G G A T G

G T G G T G T T T T A A C A G C C A C A C A A G A T A C T A G T T T G C A A G A C G G G T G T T T A A T T T A

T A A C G T T A A A A T T C G G G G A G T A A A T T T T A C C T C A A A T G G A C C A G T A A T G C A G A A

G A A G A C T T T G G G G T G G G A A G C T T T T A C T G A A A C A T T G T A T C C G G C A G A T G G T G

G G C T C G A G G G A C G T A A T G A T A T G G C A T T G A A A T T G G T C G G T G G T A G T C A C C T T

A T T G C C A A T G C T A A A A C A A C G T A C A G G A G C A A G A A G C C A G C T A A G A A T T T G A A A

A T G C C C G G T G T T T A T T A C G T G G A T T A T A G G C T T G A G A G G A T T A A A G A A G C A A A T

A A T G A A A C A T A T G T T G A A C A A C A T G A A G T C G C T G T C G C T A G G T A T T G T G A T C T T C

C A T C C A A G T T G G G T C A T A A A T T A A A C T G C C T G T C T T T T G G T A C A G A A A T C C T C A C

T G T G G A G T A C G G C C C T T T G C C A A T A G G G A A A A T C G T T T C T G A G G A A A T T A A T T G

T T C C G T G T A C T C T G T A G A C C C C G A A G G C A G G G T C T A T A C G C A G G C T A T A G C A C

A A T G G C A C G A C C G A G G G G A G C A A G A A G T C C T G G A G T A C G A A C T C G A G G A C G G

C T C A G T T A T C C G T G C A A C G T C T G A C C A T A G A T T C T T G A C A A C T G A C T A T C A G T T

G T T A G C T A T A G A G G A A A T A T T T G C A C G C C A A C T T G A C C T G C T G A C C C T C G A G A A

C A T A A A A C A G A C T G A G G A A G C C C T C G A C A A T C A C A G A C T G C C T T T C C C A C T A C T

C G A C G C G G G G A C A A T T A A A A T G G T C A A G G T T A T T G G T C G G C G T T C T C T C G G A G

T A C A G A G G A T T T T C G A C A T T G G T T T A C C C C A A G A C C A T A A C T T C T T G T T G G C G A

A T G G C G C A A T A G C A G C G G C C T G C A G T T G C G G C T C A G G C A G T C G T G G C T C T G G
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C G C A A C T A A C T T T T C C C T T C T C A A G C A A G C A G G T G A T G T A G A A G A A A A C C C A G G

C C C G A T G C C G A T G C G A T A T T T G A A T G C C A T G G C T G C C C T G C T T A T G A T G T T C T T

C A C G C T T T T A A T T T T A A G T T T T A C T G G A A T A C T T G A G T T T C C T T C C G C A A G C A C C

T C T A T G G A A C A C A G T A T T G A T C C A G A G C C C A A G T T A A G C G A C A G C A C T A G T C  

 

8. 2. 2 S y nt h e si s e d a n d c o d o n -o pti mi s e d ci s /tr a n s-G ol gi m a r k e r wit h s elf -

cl e a vi n g p e pti d e  

M N S 1 -m T a g B F P -P 2 A -S T -m a r k e r  

M N S 1/ C T S -li n k e r-m T a g B F P -P 2 A -S T/ C T S -m a r k e r  

 

A T G G C G A G A A G T A G A T C G A T T A G T G G T T A T G G G A T A T G G A A A T A T T T G A A T C C T

G C G T A T T A T C T T A G A A G A C C G A G A C G T T T G G C T T T G C T T T T C A T T G T C T T C G T C T

C T G T T T C T A T G C T T G T C T G G G A T C G T A T T A A T C T T G C C T G T T C T T G T G G T T C T G G

T T C T A G A A T G G T G T C T A A G G G C G A A G A G C T G A T T A A G G A G A A C A T G C A C A T G A A

G C T G T A C A T G G A G G G C A C C G T G G A C A A C C A T C A C T T C A A G T G C A C A T C C G A G G

G C G A A G G C A A G C C C T A C G A G G G C A C C C A G A C C A T G A G A A T C A A G G T G G T C G A

G G G C G G C C C T C T C C C C T T C G C C T T C G A C A T C C T G G C T A C T A G C T T C C T C T A C G

G C A G C A A G A C C T T C A T C A A C C A C A C C C A G G G C A T C C C C G A C T T C T T C A A G C A G

T C C T T C C C T G A G G G C T T C A C A T G G G A G A G A G T C A C C A C A T A C G A A G A C G G G G G

C G T G C T G A C C G C T A C C C A G G A C A C C A G C C T C C A G G A C G G C T G C C T C A T C T A C A

A C G T C A A G A T C A G A G G G G T G A A C T T C A C A T C C A A C G G C C C T G T G A T G C A G A A G

A A A A C A C T C G G C T G G G A G G C C T T C A C C G A G A C G C T G T A C C C C G C T G A C G G C G

G C C T G G A A G G C A G A A A C G A C A T G G C C C T G A A G C T C G T G G G C G G G A G C C A T C T

G A T C G C A A A C G C C A A G A C C A C A T A T A G A T C C A A G A A A C C C G C T A A G A A C C T C A A

G A T G C C T G G C G T C T A C T A T G T G G A C T A C A G A C T G G A A A G A A T C A A G G A G G C C A

A C A A C G A G A C C T A C G T C G A G C A G C A C G A G G T G G C A G T G G C C A G A T A C T G C G A

C C T C C C T A G C A A A C T G G G G C A C A A G C T T A A T G G T T C G G G G G C T A C G A A C T T C A

G T C T G C T G A A A C A G G C G G G A G A C G T T G A G G A G A A T C C T G G T at g att c at a c c a a ctt

g a a g a a a a a gtt c a g c ct ctt c at c ct g gt cttt ct c ct gtt c g c a gt c at ct gt gttt g g a a g a a a g g g a g c g a ct at g a

g g c c ctt a c a ct g c a a g c c a a g g a att c c a g at g c c c a a g a g c c a g g a g a a a gt g g c c c  
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A p p e n di c e s 8. 3. S e q u e n c e s f or c o n str u ct s wit h H U G E C T S 
r e pl a c e m e nt s  

 

8. 3. 1 M U R 3 -G N TI V  

M F P R V S M R R R S A E V S P T E P M E K G N G K N Q T N RI C L L V A L S L F F W A L L L Y F H F V V L G T

S NI D K Q L Q L Q P S Y A TI V Q Q F K R V G A E T N G S K D A L N K F S D N T L K L L K E L T S K K S L Q V P

SI Y Y H L P H L L K N E G S L Q P A V QI G N G R T G V SI V M GI P T V K R E V K S Y LI E T L H S LI D N L Y P

E E K L D C VI V V FI G E T DI D Y V H G V V A N L E K E F S K EI S S G L V E VI S P P E S Y Y P D L T N L K E T

F G D S K E R V R W R T K Q N L D Y C F L M M Y A Q E K GI Y YI Q L E D DII V K Q N Y F N TI K N F A L Q L S

S E E W MI L E F S Q L G FI G K M F Q A P D L T LI V E FI F M F Y K E K PI D W L L D HI L W V K V C N P E K D

A K H C D R Q K A N L RI R F R P S L F Q H V G L H S S L S G KI Q K L T D K D Y M K P L L L KI H V N P P A E V

S T S L K V Y Q G H T L E K T Y M G E D F F W AI T PI A G D YI L F K F D K P V N V E S Y L F H S G N Q E H P G

DI L L N T T V E V L P F K S E G L EI S K E T K D K R L E D G Y F RI G K F E N G V A E G M V D P S L N PI S A F

R L S VI Q N S A V W AI L N EI HI K K A T N  

 

8. 3. 2 M U R 3 -G N T V  

M F P R V S M R R R S A E V S P T E P M E K G N G K N Q T N RI C L L V A L S L F F W A L L L Y F H F V V L G T

S NI D K Q L Q L Q P S Y A T N S T N S T T A V P S L V A L E KI N V A DII N G A Q E K C V L P P M D G Y P H C

E G KI K W M K D M W R S D P C Y A D Y G V D G S T C S F FI Y L S E V E N W C P H L P W R A K N P Y E E A

D H N S L A EI R T D F NI L Y S M M K K H E E F R W M R L RI R R M A D A WI Q AI K S L A E K Q N L E K R K

R K K V L V H L G L L T K E S G F KI A E T A F S G G P L G E L V Q W S D LI T S L Y L L G H DI RI S A S L A E L K

EI M K K V V G N R S G C P T V G D RI V E LI YI DI V G L A Q F K K T L G P S W V H Y Q C M L R V L D S F G T

E P E F N H A N Y A Q S K G H K T P W G K W N L N P Q Q F Y T M F P H T P D N S F L G F V V E Q H L N S S D

I H HI N EI K R Q N Q S L V Y G K V D S F W K N K KI Y L DII H T Y M E V H A T V Y G S S T K NI P S Y V K N H

GI L S G R D L Q F L L R E T K L F V G L G F P Y E G P A P L E AI A N G C A F L N P K F N P P K S S K N T D F FI

G K P T L R E L T S Q H P Y A E V FI G R P H V W T V D L N N Q E E V E D A V K AI L N Q KI E P Y M P Y E F T

C E G M L Q RI N A FI E K Q D F C H G Q V M W P P L S A L Q V K L A E P G Q S C K Q V C Q E S Q LI C E P S

F F Q H L N K D K D M L K Y K V T C Q S S E L A K DI L V P S F D P K N K H C V F Q G D L L L F S C A G A H P R

H Q R V C P C R D FI K G Q V A L C K D C L  
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8. 3. 3 F U T 1 3 -B 4 G A L T 1  

M P M R Y L N A M A A L L M M F F T L LI L S F T GI L E F P S A S T S M E H SI D P E P K L S D S T S L P A C P E

E S P L L V G P M LI E F N M P V D L E L V A K Q N P N V K M G G R Y A P R D C V S P H K V AIII P F R N R Q E

H L K Y W L Y Y L H P V L Q R Q Q L D Y GI Y VI N Q A G D TI F N R A K L L N V G F Q E A L K D Y D Y T C F V F

S D V D LI P M N D H N A Y R C F S Q P R HI S V A M D K F G F S L P Y V Q Y F G G V S A L S K Q Q F L TI N G

F P N N Y W G W G G E D D DI F N R L V F R G M SI S R P N A V V G R C R MI R H S R D K K N E P N P Q R F

D RI A H T K E T M L S D G L N S L T Y Q V L D V Q R Y P L Y T QI T V DI G T P S  

 

8. 3. 4 F U T 1 3 -S T 6 G A L  

M P M R Y L N A M A A L L M M F F T L LI L S F T GI L E F P S A S T S M E H SI D P E P K L S D S T S A S F Q V

W N K D S S S K N LI P R L Q KI W K N Y L S M N K Y K V S Y K G P G P GI K F S A E A L R C H L R D H V N V S

M V E V T D F P F N T S E W E G Y L P K E SI R T K A G P W G R C A V V S S A G S L K S S Q L G R EI D D H D

A V L R F N G A P T A N F Q Q D V G T K T TI R L M N S Q L V T T E K R F L K D S L Y N E GI LI V W D P S V Y H

S DI P K W Y Q N P D Y N F F N N Y K T Y R K L H P N Q P F Y I L K P Q M P W E L W DI L Q EI S P E EI Q P N P

P S S G M L GIII M M T L C D Q V DI Y E F L P S K R K T D V C Y Y Y Q K F F   
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A p p e n di c e s 8. 4. S e q u e n c e s f or N ati v e H u G E c o n str u ct s   

 

8. 4. 1 G N TI V a  

> s p| Q 9 U M 2 1| M G T 4 A _ H U M A N  Al p h a -1, 3 -m a n n o s yl -gl y c o pr ot ei n  4 -b et a -N -

a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e A O S = H o m o s a pi e n s O X = 9 6 0 6 G N = M G A T 4 A P E = 1 

S V = 1  

M R L R N G T V A T A L A FI T S F L T L S W Y T T W Q N G K E K LI A Y Q R E F L A L K E R L RI A E H RI S Q R

S S E L N TI V Q Q F K R V G A E T N G S K D A L N K F S D N T L K L L K E L T S K K S L Q V P SI Y Y H L P H L L

K N E G S L Q P A V QI G N G R T G V SI V M GI P T V K R E V K S Y LI E T L H S LI D N L Y P E E K L D C VI V

V FI G E T DI D Y V H G V V A N L E K E F S K EI S S G L V E VI S P P E S Y Y P D L T N L K E T F G D S K E R V

R W R T K Q N L D Y C F L M M Y A Q E K GI Y Y I Q L E D DII V K Q N Y F N TI K N F A L Q L S S E E W MI L E

F S Q L G FI G K M F Q A P D L T LI V E FI F M F Y K E K PI D W L L D HI L W V K V C N P E K D A K H C D R Q

K A N L RI R F R P S L F Q H V G L H S S L S G KI Q K L T D K D Y M K P L L L KI H V N P P A E V S T S L K V Y Q

G H T L E K T Y M G E D F F W AI T PI A G D YI L F K F D K P V N V E S Y L F H S G N Q E H P G DI L L N T T V

E V L P F K S E G L EI S K E T K D K R L E D G Y F RI G K F E N G V A E G M V D P S L N PI S A F R L S VI Q N

S A V W AI L N EI HI K K A T N  

 

8. 4. 2 G N T V  

> s p| Q 0 9 3 2 8| M G T 5 A _ H U M A N  Al p h a -1, 6 -m a n n o s yl gl y c o pr ot ei n  6 -b et a -N -

a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e A O S = H o m o s a pi e n s O X = 9 6 0 6 G N = M G A T 5 P E = 1 

S V = 1  

M A L F T P W K L S S Q K L G F F L V T F G FI W G M M L L H F TI Q Q R T Q P E S S S M L R E QI L D L S K R

YI K A L A E E N R N V V D G P Y A G V M T A Y D L K K T L A V L L D NI L Q RI G K L E S K V D N L V V N G T G

T N S T N S T T A V P S L V A L E KI N V A DII N G A Q E K C V L P P M D G Y P H C E G KI K W M K D M W R S

D P C Y A D Y G V D G S T C S F FI Y L S E V E N W C P H L P W R A K N P Y E E A D H N S L A EI R T D F NI L

Y S M M K K H E E F R W M R L RI R R M A D A WI Q AI K S L A E K Q N L E K R K R K K V L V H L G L L T K E S

G F KI A E T A F S G G P L G E L V Q W S D LI T S L Y L L G H DI RI S A S L A E L K EI M K K V V G N R S G C P

T V G D RI V E LI YI DI V G L A Q F K K T L G P S W V H Y Q C M L R V L D S F G T E P E F N H A N Y A Q S K G

H K T P W G K W N L N P Q Q F Y T M F P H T P D N S F L G F V V E Q H L N S S DI H HI N EI K R Q N Q S L V

Y G K D S F W K N K KI Y L DII H T Y M E V H A T V Y G S S T K NI P S Y V K N H GI L S G R D L Q F L L R E T K

L F V G L G F P Y E G P A P L E AI A N G C A F L N P K F N P P K S S K N T D F FI G K P T L R E L T S Q H P Y A

E V FI G R P H V W T V D L N N Q E E V E D A V K AI L N Q KI E P Y M P Y E F T C E G M L Q RI N A FI E K Q D

F C H G Q V M W P P L S A L Q V K L A E P G Q S C K Q V C Q E S Q LI C E P S F F Q H L N K D K D M L K Y K V
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T C Q S S E L A K DI L V P S F D P K N K H C V F Q G D L L L F S C A G A H P R H Q R V C P C R D FI K G Q V A

L C K D C L  

 

8. 4. 3 B 4 G A L T 1  

> s p| P 1 5 2 9 1| B 4 G T 1 _ H U M A N B et a -1, 4 -g al a ct o s yltr a n sf er a s e 1 O S = H o m o s a pi e n s 

O X = 9 6 0 6 G N = B 4 G A L T 1 P E = 1 S V = 5  

M R L R E P L L S G S A A M P G A S L Q R A C R L L V A V C A L H L G V T L V Y Y L A G R D L S R L P Q L V G V

S T P L Q G G S N S A A AI G Q S S G E L R T G G A R P P P P L G A S S Q P R P G G D S S P V V D S G P G P

A S N L T S V P V P H T T A L S L P A C P E E S P L L V G P M LI E F N M P V D L E L V A K Q N P N V K M G G R

Y A P R D C V S P H K V AIII P F R N R Q E H L K Y W L Y Y L H P V L Q R Q Q L D Y GI Y VI N Q A G D TI F N R

A K L L N V G F Q E A L K D Y D Y T C F V F S D V D LI P M N D H N A Y R C F S Q P R HI S V A M D K F G F S L

P Y V Q Y F G G V S A L S K Q Q F L TI N G F P N N Y W G W G G E D D DI F N R L V F R G M SI S R P N A V V

G R C R MI R H S R D K K N E P N P Q R F D RI A H T K E T M L S D G L N S L T Y Q V L D V Q R Y P L Y T QI T

V DI G T P S  

 

8. 4. 4 S T 6 G A L 1  

> s p| P 1 5 9 0 7| SI A T 1 _ H U M A N  B et a -g al a ct o si d e  al p h a -2, 6 -si al yltr a n sf er a s e  1 

O S = H o m o s a pi e n s O X = 9 6 0 6 G N = S T 6 G A L 1 P E = 1 S V = 1  

MI H T N L K K K F S C C V L V F L L F A VI C V W K E K K K G S Y Y D S F K L Q T K E F Q V L K S L G K L A M G

S D S Q S V S S S S T Q D P H R G R Q T L G S L R G L A K A K P E A S F Q V W N K D S S S K N LI P R L Q KI

W K N Y L S M N K Y K V S Y K G P G P GI K F S A E A L R C H L R D H V N V S M V E V T D F P F N T S E W E

G Y L P K E SI R T K A G P W G R C A V V S S A G S L K S S Q L G R EI D D H D A V L R F N G A P T A N F Q Q

D V G T K T TI R L M N S Q L V T T E K R F L K D S L Y N E GI LI V W D P S V Y H S DI P K W Y Q N P D Y N F F

N N Y K T Y R K L H P N Q P F YI L K P Q M P W E L W DI L Q EI S P E EI Q P N P P S S G M L GIII M M T L C D

Q V DI Y E F L P S K R K T D V C Y Y Y Q K F F D S A C T M G A Y H P L L Y E K N L V K H L N Q G T D E DI Y L L

G K A T L P G F R TI H C  

  



1 9 7  
 

A p p e n di c e s 8. 5. S e q u e n c e s f or st a bl e pl a nt m ulti pl e H u G E s u b u nit 
f u si o n c o n str u ct s  

 

8. 5. 1  M U R 3 -G N T 4 -li n k e r-G N T 5      3 5 3 5 b p  

A T G T T T C C A A G A G T T A G T A T G A G A C G T C G T A G C G C T G A A G T G A G T C C T A

C C G A G C C T A T G G A G A A A G G T A A T G G T A A A A A T C A A A C T A A C C G T A T T T G C C T C C

T G G T T G C A C T C T C A C T C T T C T T T T G G G C T C T T C T T C T T T A C T T T C A C T T C G T T G T G

T T G G G T A C T T C C A A T A T T G A T A A A C A A C T A C A A T T A C A G C C C T C A T A T G C G A C T A

T T G T C C A A C A G T T C A A G C G A G T A G G T G C T G A G A C T A A T G G G T C A A A A G A T G C T C

T T A A C A A A T T C T C A G A C A A C A C T T T G A A A C T A T T G A A G G A A C T T A C G A G C A A G A A

G T C T T T G C A A G T T C C G T C C A T T T A C T A C C A C T T G C C G C A T C T A C T T A A G A A T G A A

G G C A G T C T T C A G C C A G C A G T A C A G A T T G G A A A C G G G C G G A C T G G T G T C T C A A T
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G G A T A C C G C A G T A T A C T A C T G C G C T A C G G A T A G G T A T C G C C A G G C A A A C T T C G
A C A G A G C A A G G G T T G G T T G G T T T G A T C C A T G G G G C C A G G G T A C G T T A G T G A C A
G T T T C A T C T G C T T C A A C T A A A G G A C C C T C T G T T T T T C C A T T A G C G C C A T C T T C T A
A G T C T A C A T C T G G A G G T A C A G C C G C T C T T G G A T G T T T G G T A A A G G A T T A C T T T C
C A G A A C C T G T G A C T G T A T C T T G G A A C T C T G G A G C A C T T A C T A G C G G T G T C C A C A
C T T T T C C T G C A G T A C T C C A A A G T T C C G G G T T A T A T T C A C T C T C A A G T G T A G T G A C
C G T G C C T T C T T C T T C A T T A G G A A C G C A G A C A T A T A T C T G T A A T G T A A A C C A C A A A
C C A A G T A A C A C A A A G G T G G A T A A G A A G G T T G A A C C A A A G T C T T G C G A C A A A A C T
C A T A C T T G T C C T C C A T G T C C A G C G C C G G A A C T C C T G G G A G G C C C A T C T G T T T T T
T T G T T C C C T C C A A A G C C T A A A G A T A C C T T A A T G A T A T C A A G A A C G C C A G A G G T G
A C T T G T G T A G T T G T T G A T G T T A G T C A C G A G G A T C C T G A A G T T A A G T T T A A T T G G T
A C G T C G A T G G T G T A G A A G T G C A T A A T G C A A A G A C A A A G C C T A G G G A A G A A C A A
T A C A A T A G C A C A T A T A G G G T G G T C T C T G T C C T A A C T G T T C T T C A C C A A G A T T G G
C T T A A T G G A A A G G A A T A T A A A T G T A A A G T T T C A A A T A A A G C T C T A C C T G C T C C T A
T T G A G A A A A C T A T T T C T A A G G C T A A G G G T C A A C C T A G G G A G C C A C A A G T C T A T A
C C C T A C C T C C A A G C A G G G A T G A G T T G A C T A A A A A T C A A G T T T C T C T C A C C T G T C
T G G T G A A G G G A T T T T A T C C G T C T G A T A T C G C T G T A G A G T G G G A G T C T A A C G G C
C A A C C T G A A A A T A A T T A T A A G A C A A C A C C A C C C G T T T T G G A T A G C G A T G G T T C T T
T T T T T T T G T A C A G T A A G T T G A C A G T C G A C A A G T C T C G G T G G C A A C A G G G T A A C G
T T T T C T C C T G C T C A G T A A T G C A C G A A G C T T T A C A T A A T C A T T A T A C A C A A A A G T C
T C T T T C A C T T T C C C C T G G A A A G C  
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8. 6. 4 I g E h e a v y c h ai n  
G C C T C A A C T C A G A G T C C C T C A G T T T T T C C G C T T A C T A G A T G C T G T A A G A A T A T T C
C A T C T A A T G C A A C T T C T G T C A C A C T A G G A T G T T T A G C A A C A G G A T A C T T T C C C G A
A C C T G T A A T G G T T A C T T G G G A C A C G G G T T C T T T A A A T G G G A C T A C A A T G A C C C T
A C C T G C T A C A A C A T T G A C A C T T T C T G G C C A T T A C G C A A C T A T C T C A T T A C T C A C A
G T G T C C G G A G C T T G G G C A A A A C A A A T G T T T A C T T G T C G T G T T G C A C A C A C T C C T
T C A T C A A C T G A C T G G G T G G A C A A T A A A A C T T T T T C T G T G T G T T C A A G A G A T T T T A
C T C C A C C A A C T G T G A A G A T C C T G C A A T C C A G T T G T G A T G G T G G G G G A C A T T T C C
C A C C T A C G A T A C A A T T G T T A T G T C T T G T A T C A G G A T A C A C A C C C G G A A C A A T T A A
T A T T A C T T G G C T C G A A G A C G G T C A A G T A A T G G A T G T C G A T C T T T C C A C C G C A T C
A A C C A C T C A A G A A G G A G A G T T A G C T T C C A C A C A A A G T G A G C T T A C T C T T T C T C A
A A A A C A T T G G C T A T C C G A C C G A A C A T A T A C A T G T C A A G T T A C A T A T C A A G G T C A C
A C T T T T G A A G A T A G T A C T A A A A A G T G C G C T G A T T C T A A T C C T C G G G G G G T T A G T
G C G T A T C T T T C A C G T C C A A G T C C T T T C G A T C T C T T C A T T A G G A A G T C C C C T A C C A
T A A C A T G T C T T G T G G T T G A T C T T G C C C C T T C C A A G G G A A C T G T G A A T C T C A C G T
G G T C A C G A G C T T C A G G G A A G C C A G T G A A C C A T T C T A C T A G G A A G G A A G A A A A G
C A G C G C A A T G G T A C T C T T A C A G T T A C A T C A A C C C T T C C C G T A G G G A C A A G A G A T
T G G A T C G A A G G C G A A A C A T A C C A A T G T C G A G T G A C T C A C C C A C A T T T A C C A A G A
G C C T T G A T G C G C A G T A C A A C A A A A A C A T C A G G G C C T C G A G C C G C A C C A G A G G T
T T A T G C C T T C G C A A C A C C A G A G T G G C C T G G T A G T A G G G A T A A A C G C A C T C T T G
C G T G C T T G A T T C A A A A C T T T A T G C C T G A G G A C A T A T C A G T G C A A T G G C T T C A T A A
C G A A G T G C A G T T G C C T G A T G C T A G A C A C T C C A C A A C C C A A C C A A G A A A G A C T A A
A G G A T C T G G A T T T T T C G T T T T C A G T A G A C T C G A A G T A A C A C G G G C C G A A T G G G A
G C A G A A G G A T G A G T T T A T A T G T A G A G C C G T A C A T G A G G C T G C C A G T C C A A G T C
A A A C T G T T C A A A G A G C T G T C T C T G T A A A C C C A G G G A A A C  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 0 3  
 

9. P u bli c ati o n s  

 

 



Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e

O P E N  A C C E S S

E DI T E D  B Y

Alli s o n  V a n  D e  M e e n e,

T h e  U ni v er sit y  of  M el b o ur n e,  A u str ali a

R E VI E W E D  B Y

Mi h ar u  M a e d a,

A kit a  U ni v er sit y, J a p a n

Ull a  N e u m a n n,

M a x  Pl a n c k I n stit ut e f or  Pl a nt  Br e e di n g

R e s e ar c h,  G er m a n y

* C O R R E S P O N D E N C E

V er e n a  Kri e c h b a u m er

v kri e c h b a u m er @ br o o k e s. a c. u k

†T h e s e a ut h or s  h a v e c o ntri b ut e d

e q u all y t o t hi s  w or k a n d s h ar e

fi r st a ut h or s hi p

S P E CI A L T Y S E C TI O N

T hi s arti cl e  w a s s u b mitt e d t o

T e c h ni c al  A d v a n c e s i n  Pl a nt S ci e n c e,

a s e cti o n  of t h e j o ur n al

Fr o nti er s i n  Pl a nt S ci e n c e

R E C EI V E D 0 3  A u g u st 2 0 2 2

A C C E P T E D 1 4 S e pt e m b er 2 0 2 2

P U B LI S H E D 0 7  O ct o b er 2 0 2 2

CI T A TI O N

M c Gi n n e s s  A J, S c h o b er er J, P ai n  C,

Br a n di z zi F a n d Kri e c h b a u m er  V ( 2 0 2 2)

O n t h e n at ur e  of t h e pl a nt

E R e xit sit e s.

Fr o nt.  Pl a nt S ci. 1 3: 1 0 1 0 5 6 9.

d oi: 1 0. 3 3 8 9/f pl s. 2 0 2 2. 1 0 1 0 5 6 9

C O P Y RI G H T

© 2 0 2 2  M c Gi n n e s s, S c h o b er er, P ai n,

Br a n di z zi a n d Kri e c h b a u m er. T hi s i s a n

o p e n - a c c e s s arti cl e di stri b ut e d u n d er

t h e t er m s  of t h e Cr e ati v e  C o m m o n s

Attri b uti o n Li c e n s e ( C C  B Y). T h e u s e,

di stri b uti o n  or r e pr o d u cti o n i n  ot h er

f or u m s i s p er mitt e d, pr o vi d e d t h e

ori gi n al a ut h or( s) a n d t h e c o p yri g ht

o w n er( s) ar e cr e dit e d a n d t h at t h e

ori gi n al p u bli c ati o n i n t hi s j o ur n al i s

cit e d, i n a c c or d a n c e  wit h a c c e pt e d

a c a d e mi c pr a cti c e.  N o u s e,

di stri b uti o n  or r e pr o d u cti o n i s

p er mitt e d  w hi c h d o e s n ot c o m pl y  wit h

t h e s e t er m s.

T Y P E Ori gi n al  R e s e ar c h

P U B LI S H E D 0 7  O ct o b er 2 0 2 2

D OI 1 0. 3 3 8 9/f pl s. 2 0 2 2. 1 0 1 0 5 6 9
O n t h e  n at ur e  of t h e  pl a nt E R
e xit sit e s

Al a st air J.  M c Gi n n e s s 1 †, J e n nif er S c h o b er er2 †,  C h arl ott e  P ai n1 ,

F e d eri c a  Br a n di z zi 3, 4, 5 a n d  V er e n a  Kri e c h b a u m er 1*

1 E n d o m e m br a n e Str u ct ur e a n d F u n cti o n  R e s e ar c h  Gr o u p,  D e p art m e nt  of  Bi ol o gi c al a n d  M e di c al

S ci e n c e s,  O xf or d  Br o o k e s  U ni v er sit y,  O xf or d,  U nit e d  Ki n g d o m, 2 D e p art m e nt  of  A p pli e d  G e n eti c s

a n d  C ell  Bi ol o g y, I n stit ut e  of  Pl a nt  Bi ot e c h n ol o g y a n d  C ell  Bi ol o g y,  U ni v er sit y  of  N at ur al  R e s o ur c e s

a n d Lif e S ci e n c e s,  Vi e n n a,  A u stri a, 3 M S U - D O E  Pl a nt  R e s e ar c h L a b,  Mi c hi g a n St at e  U ni v er sit y,

E a st L a n si n g,  MI,  U nit e d St at e s, 4 Gr e at L a k e s  Bi o e n er g y  R e s e ar c h  C e nt er,  Mi c hi g a n St at e  U ni v er sit y,

E a st L a n si n g,  MI,  U nit e d St at e s, 5 D e p art m e nt  of  Pl a nt  Bi ol o g y,  Mi c hi g a n St at e  U ni v er sit y, E a st

L a n si n g,  MI,  U nit e d St at e s
I n pl a nt s, t h e e n d o pl a s mi c r eti c ul u m ( E R) a n d  G ol gi b o di e s ar e n ot  o nl y i n cl o s e

pr o xi mit y,  b ut ar e al s o  p h y si c all y li n k e d.  T hi s  u ni q u e  or g a ni z ati o n r ai s e s

q u e sti o n s a b o ut t h e n at ur e  of t h e tr a n s p ort v e ct or s c arr yi n g c ar g o b et w e e n

t h e t w o  or g a n ell e s. S a m e a s i n  m et a z o a n a n d y e a st c ell s, it  w a s s u g g e st e d t h at

c ar g o i s tr a n s p ort e d fr o m t h e E R t o  G ol gi ci st er n a e vi a C O PII - c o at e d v e si cl e s

pr o d u c e d at ri b o s o m e -fr e e E R e xit sit e s ( E R E S).  R e c e nt  d e v el o p m e nt s i n

m a m m ali a n c ell r e s e ar c h s u g g e st, t h o u g h, t h at  C O PII  h el p s t o s el e ct

s e cr et or y c ar g o, b ut d o e s n ot c o at t h e c arri er s l e a vi n g t h e E R. F urt h er m or e,

it  w a s s h o w n t h at  m a m m ali a n E R E S e x p a n d i nt o a t u b ul ar n et w or k c o nt ai ni n g

s e cr et or y c ar g o, b ut n o  C O PII c o m p o n e nt s.  B e c a u s e  of t h e cl o s e a s s o ci ati o n

of t h e E R a n d  G ol gi b o di e s i n pl a nt c ell s, it  w a s pr e vi o u sl y pr o p o s e d t h at E R E S

a n d t h e  G ol gi c o m pri s e a s e cr et or y u nit t h at tr a v el s  o v er  or  wit h a  m otil e E R

m e m br a n e. I n t hi s st u d y,  w e ai m e d t o e x pl or e t h e n at ur e  of E R E S i n pl a nt c ell s

a n d t o o k a d v a nt a g e  of hi g h -r e s ol uti o n c o nf o c al  mi cr o s c o p y a n d i m a g e d E R E S

l a b ell e d  wit h c a n o ni c al  m ar k er s ( S ar 1 a, S e c 1 6, S e c 2 4).  W e f o u n d t h at E R E S ar e

d y n a mi c all y c o n n e ct e d t o  G ol gi b o di e s a n d  m o st li k el y r e pr e s e nt pr e - ci s - G ol gi

ci st er n a e. F urt h er m or e,  w e s h o w e d fi n e t u b ul ar c o n n e cti o n s fr o m t h e E R t o

G ol gi c o m p art m e nt s ( E R G o t u b ul e s) a s  w ell a s fi n e pr otr u si o n s fr o m E R E S/

G ol gi ci st er n a e c o n n e cti n g  wit h t h e E R.  W e s u g g e st t h at t h e s e t u b ul e s

o b s er v e d b et w e e n t h e E R a n d  G ol gi a s  w ell a s b et w e e n t h e E R a n d E R E S ar e

i n v ol v e d i n st a bili zi n g t h e p h y si c al c o n n e cti o n b et w e e n E R a n d E R E S/ G ol gi

ci st er n a e,  b ut  m a y al s o  b e i n v ol v e d i n c ar g o tr a n s p ort fr o m t h e E R t o

G ol gi b o di e s.

K E Y W O R D S
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I ntr o d u cti o n

I n pl a nts, t h e  G ol gi a p p ar at us ( G A) c o m pris es  m a n y disti n ct

st a c ks of  m e m br a n e- b o u n d e d cist er n a e, a p pr o xi m at el y 1  mi cr o n

i n di a m et er t h at t e n d t o b e distri b ut e d ar o u n d t h e c yt o pl as m. I n

m a n y c ell t y p es, es p e ci all y hi g hl y v a c u ol at e d c ells,  G ol gi st a c ks

ar e  m otil e ( B o e vi n k et al., 1 9 9 8 ) a n d cl os el y ass o ci at e d  wit h t h e

e n d o pl as mi c r eti c ul u m ( E R).  T his cl os e ass o ci ati o n h as b e e n

d e m o nstr at e d b y t h e a p pli c ati o n of o pti c al l as er t w e e z ers,  w hi c h

c a n tr a p i n di vi d u al  G ol gi b o di es a n d p ull str a n ds of att a c h e d E R

b e hi n d t h e m ( S p ar k es et al., 2 0 0 9 ).  Att a c h m e nt t o t h e E R

h o w e v er  m a y n ot o c c ur vi a m e m br a n e c o n n e cti o ns, s u c h as

h e mif usi o n, as it h as b e e n s h o w n t h at  At C A S P, a  m e m b er of t h e

g ol gi n f a mil y of pr ot ei ns,  m a y a ct as a pr ot ei n a c e o us t et h er

b et w e e n t h e E R a n d  G ol gi ( Ost erri e d er et al., 2 0 1 7 ).  D u e t o t his

v er y cl os e ass o ci ati o n b et w e e n t h e E R a n d  G ol gi b o di es, it  w as

pr o p os e d t h at t h e c ar g o e xit sit es o n t h e E R s urf a c e ( E R e xit sit es,

E R E S) a n d t h e  G ol gi c o m pris e a s e cr et or y u nit t h at tr a v els o v er

or  wit h a  m otil e E R  m e m br a n e ( d a Sil v a et al., 2 0 0 4 ).  T h e cl os e

ass o ci ati o n b et w e e n t h e E R a n d  G ol gi b o di es r ais es t h e q u esti o n

of t h e n at ur e of t h e tr a ns p ort v e ct ors c arr yi n g c ar g o b et w e e n t h e

t w o or g a n ell es.

It is g e n er all y a c c e pt e d t h at  m ost c ar g o fr o m t h e E R r e a c h es

t h e  G ol gi vi a m e c h a nis ms d e p e n d e nt o n t h e  C O PII  m a c hi n er y

(f or r e c e nt r e vi e ws s e e (Br a n di z zi, 2 0 1 8 ; K ur o k a w a a n d  N a k a n o,

2 0 1 9 ; R o bi ns o n, 2 0 2 0 ; Kri e c h b a u m er a n d  Br a n di z zi, 2 0 2 0 ).

C O PII pr ot ei ns ar e a s et of f u n cti o n all y c o ns er v e d pr ot ei ns

s u c h as t h e c yt os oli c s m all  G T P as e S ar 1, t h e E R  m e m br a n e

pr ot ei n g u a ni n e n u cl e oti d e e x c h a n g e f a ct or ( G E F) S e c 1 2 a n d

c o m p o n e nt s of t h e  C O PII c o at S e c 2 3/ 2 4 a n d S e c 1 3/ 3 1.

R etr o gr a d e tr a ns p ort b a c k fr o m t h e  G ol gi b o di es t o t h e E R

w ell as r etr o gr a d e tr a ns p ort  wit hi n t h e  G ol gi a p p ar at us is

f a cilit at e d b y t h e  C O PI  m a c hi n er y (O pri ns et al., 1 9 9 3 ; Ar a k el

a n d S c h w a p p a c h, 2 0 1 8 ; R o bi ns o n, 2 0 2 0 ).  C O PI v esi cl es  w er e

i d e ntifi e d b y i m m u n o g ol d l a b elli n g of cr y os e cti o ns usi n g

a nti b o d y-l a b elli n g of  C O PI c o m p o n e nts s u c h as t h e  G T P as e

A R F 1 a n d diff er e nt c o at o m er s u b u nits ( Or ci et al., 2 0 0 0 ; Pi m pl

et al., 2 0 0 0 ; D o n o h o e et al., 2 0 0 7 ; L a n g h a ns et al., 2 0 1 2 ) b ut

C O PII v esi cl es h a v e b e e n r ar el y o bs er v e d ( L a n g h a ns et al., 2 0 1 2 ),

r aisi n g t h e q u esti o n o n t h e i d e ntit y of t h e c arri ers o p er ati n g i n

E R-t o- G ol gi tr a ns p ort.

I n d e e d, it a p p e ars t h at s e v er al t y p es of c arri ers (t u b ul es,

s a c c ul es, t u n n els, a n d c o at e d v esi cl es)  m a y c o e xist a n d o p er at e

al o n g t h e E R-t o- G ol gi r o ut e all o wi n g f or a di v ers e, fl e xi bl e a n d

r o b ust tr affi c ki n g s yst e m. F or i nst a n c e i n  m a m m ali a n c ells,

usi n g 3 D el e ctr o n-t o m o gr a p h y ( Z e us c h n er et al., 2 0 0 6 ) it w as

s h o w n t h at E R E S ar e c o nti n u o us  wit h t h e E R a n d c a p a bl e of

a d a pti n g i n si z e d e p e n di n g o n t h e s e cr et or y l o a d ( F ar h a n et al.,

2 0 0 8 ; B o n c o m p ai n et al., 2 0 1 2 ; W ei g el et al., 2 0 2 1 ; S h o mr o n

et al., 2 0 2 1 ). It  w as pr e vi o usl y s u g g est e d b y t h e  m et a z o a n a n d

y e ast r es e ar c h c o m m u niti es t h at t h e a nt er o gr a d e v e ct ors f or
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 2
g e n er al c ar g o ar e  C O PII- c o at e d v esi cl es pr o d u c e d at ri b os o m e-

fre e E R E S a n d  C O PII c o at e d t u b u l es c o ul d c arr y l ar g er pr ot ei ns

(G or ur et al., 2 0 1 7 ).  C O PII v esi cl es a n d t u b ul es  w o ul d t h e n

d eli v er c ar g o dir e ctl y t o t h e cis- G ol gi i n y e ast (M ats u ur a-

T o kit a et al., 2 0 0 6 ) or t o a n i nt er m e di at e v esi c ul o-t u b ul ar

c o m p art m e nt t h at is tr a ns p ort e d o v er v ar yi n g dist a n c es t o

t h e cis- G ol gi i n a ni m al c ells (T a n g et al., 2 0 0 5 ).  H o w e v er,

v ari o us r e p orts s u g g est e d t h at E R-t o- G ol gi tr a ns p ort r e q uir es

b ot h v esi c ul ar a n d t u b ul ar c o m p art m e nts t o s ort t h e E R E S

c ar g o t o t h e  G ol gi a p p ar at us ( S ar ast e a n d S v e nss o n, 1 9 9 1 ;

B a n n y k h et al., 1 9 9 6 ; X u a n d  H a y, 2 0 0 4 ; W at s o n a n d

S t e p h e n s, 2 0 0 5 ).  A s s a y s  wit h t e m p e r at u r e - s e n siti v e

fl u or es c e ntl y t a g g e d c ar g o als o s h o w e d t h at c ar g o c ol o c ali z es

wit h  C O PII c o m p o n e nts at t h e E R E S b ut d o es n ot e xit t h e

E R E S  wit h t h e  C O PII c o at c o m p o n e nt S e c 2 4, s u g g esti n g t h at at

l e ast p arts of  G ol gi tr affi c ki n g  mi g ht b e  C O PII i n d e p e n d e nt

(Pr esl e y et al., 1 9 9 7 ; St e p h e ns et al., 2 0 0 0 ). I n d e e d, it  w as

r e p ort e d t h at  C O PII c o m p o n e nts r e m ai n o n t h e E R E S a n d t h at

c ar g o is tr a ns p ort e d i n  R a b 1- d e p e n d e nt c arri ers t h at ar e n ot

l a b ell e d b y  C O PII pr ot ei ns (W estr at e et al., 2 0 2 0 ).  T h es e d at a

hi g hli g ht t h at v esi cl e c arri ers ar e n ot t h e o nl y m e a ns f or

a nt e r o g r a d e t r a n s p o rt a n d hi g hli g ht t h e p o s si bilit y t h at

C O PII is r at h er i n v ol v e d i n s e cr et or y c ar g o s el e cti o n t h a n its

a ct u al tr a ns p ort.

I n s u p p ort of t his, r e c e nt d at a i n  m a m m ali a n c ells s h o w e d

t h at E R E S e x p a n d i nt o a t u b ul ar n et w or k c o nt ai ni n g s e cr et or y

c ar g o b ut n o  C O PII c o m p o n e nts.  C O PII c o m p o n e nts  w er e

f o u n d t o d e c or at e t h e n e c k of t h es e t u b ul es, i m pli c ati n g t h at

t h e d e p arti n g tr a ns p ort c arri er is n ot c o at e d (W ei g el et al., 2 0 2 1 ;

S h o mr o n et al., 2 0 2 1 ). B as e d o n t h e fi n di n gs t h at  C O PII d o es n ot

c o at t h e c arri ers l e a vi n g t h e E R, it  w as s u g g est e d t h at  C O PII

h el ps s ol el y t o s el e ct s e cr et or y c ar g o.

T h e pl a nt tr af fi c ki n g c o m m u nit y h as g e n er all y e m br a c e d t h e

c o n c e pt of  C O PII v esi cl e v e ct ors, d u e t o t h e pr es e n c e of all t h e

str u ct ur al pr ot ei ns r e q uir e d f or  C O PII c o at c o nstr u cti o n ( K a n g

a n d St a e h eli n, 2 0 0 8 ).  H o w e v er, t h er e is littl e  mi cr os c o p y

e vi d e n c e f or t h e e xist e n c e of s u c h v esi cl es ( L a n g h a ns et al.,

2 0 1 2 ), a n d d u e t o t h e li mit e d s p a c e b et w e e n t h e E R a n d cis- G ol gi

a n alt er n ati v e h y p ot h esis b as e d o n dir e ct t u b ul ar c o n n e cti o ns

b et w e e n t h e t w o or g a n ell es h as b e e n pr o p os e d a n d d e b at e d o v er

t h e y e ars (H a w es et al., 2 0 0 8 ; H a w es, 2 0 1 2 ; R o bi ns o n et al., 2 0 1 5 ;

Kri e c h b a u m er a n d Br a n di z zi, 2 0 2 0 ).

H e r e  w e s h o w t h a t  b y  u tili zi n g  hi g h - r e s ol u ti o n

mi c r o s c o p y i n li v e pl a nt c ell s a n d b y c o n si d e ri n g g e o m et r y

of t h e d o n o r a n d a c c e pt o r  m e m b r a n e s,  E R E S a r e a s s o ci at e d

wit h t h e cis -f a c e of  G ol gi ci st e r n a e r at h e r t h a n a s s o ci at e d

wit h t h e  E R s u rf a c e.  M o r e o v e r , m ulti pl e s m all E R- d e ri v e d

t u b ul e s a r e a s s o ci at e d  wit h  m o st  G ol gi ci st e r n a e.  T h u s, i n

pl a nt s, t h e n at u r e of t h e  E R- G ol gi i nt e rf a c e a n d e v e n t h e

n at u r e of  E R E S i n t h ei r c u r r e ntl y a c c e pt e d f o r m s h o ul d b e

r e- e v al u at e d.
fr o nti er si n. or g
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M at eri al s a n d  m et h o d s

Pl a nt gr o wt h a n d  A gr o b a ct eri u m -
m e di at e d tr a n si e nt  pr ot ei n e x pr e s si o n

Nic oti a n a t a b ac u m ( S R 1 c v P etit  H a v a n a) pl a nts  w er e gr o w n

f or tr a nsi e nt  A gr o b a ct eri u m- m e di at e d e x pr essi o n, as pr e vi o usl y

r e p ort e d (S p ar k es et al., 2 0 0 6 ). I n bri ef, tr a nsf or m e d a gr o b a ct eri a

w er e p ell et e d b y c e ntrif u g ati o n at 1 8 0 0 g at r o o m t e m p er at ur e

f or 5  mi n. I nfi ltr ati o n b uff er ( 5  m g  ml− 1 gl u c os e, 5 0  m M  M E S, 2

m M  N a 3 P O 4 · 1 2 H2 O a n d 0. 1  m M a c et os yri n g o n e)  w as us e d t o

w as h t h e p ell et o n c e a n d t h e n t o r es us p e n d t h e a gr o b a ct eri a i n 1

ml.  T h e b a ct eri al s us p e nsi o n  w as dil ut e d i n t h e i n fi ltr ati o n b uff er

t o a n  O D6 0 0 of 0. 1.  T h e fi n al dil uti o n of t h e i n fi ltr ati o n  m e di u m

w as i nj e ct e d t hr o u g h t h e st o m at a o n t h e u n d ersi d e of t h e

t o b a c c o l e af usi n g a 1  ml s yri n g e. I nfi ltr at e d pl a nts  w er e k e pt

at 2 2° C f or 7 2 h o urs pri or t o i m a gi n g.

Ar a bi d o psis t h ali a n a ( C ol- 0) pl a nts e x pr essi n g  G F P- H D E L

a n d S T- m R F P i n a st a bl e  m a n n er  w er e bri e fl y st erili z e d  wit h

7 0 % et h a n ol a n d pl a c e d o n pl at es  wit h  ½ str e n gt h  M ur as hi g e

a n d S k o o g  m e di u m.  T h e pl at es  w er e str ati fi e d at 4° C i n t h e d ar k

f or 3 d a ys b ef or e b ei n g tr a nsf err e d t o a pl a nt i n c u b at or at 2 2° C

wit h 1 6 h o urs li g ht a n d 8 h o urs d ar k.
C o nf o c al  mi cr o s c o p y

Tr a nsf or m e d l e af e pi d er m al s a m pl es  w er e i m a g e d usi n g a

Z eiss Pl a n A p o × 1 0 0/ 1. 4 6  N A oil i m m ersi o n o bj e cti v e o n a  Z eiss

L S M 8 8 0 c o nf o c al e q ui p p e d  wit h  Air ys c a n d et e ct or.  T y pi c all y

5 1 2 × 5 1 2 i m a g es a n d ti m e-l a ps e s e q u e n c es  w er e c oll e ct e d i n 8-

bit  wit h 2-li n e a v er a gi n g at a n ( x, y) pi x el s p a ci n g of 2 0 – 8 0 n m

wit h e x cit ati o n at 4 8 8 n m ( G F P) a n d 5 6 1 n m ( R F P), a n d

e missi o n at 4 9 5 – 5 5 0 n m a n d 5 7 0 – 6 1 5 n m, r es p e cti v el y.
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 3
Dist a n c es b et w e e n  m ar k ers  w er e a n al y z e d usi n g  Z e n li n e

pr o fi l es,  m e as uri n g t h e dist a n c e b et w e e n t h e  m a xi m u m of t h e

c orr es p o n di n g fl u or es c e n c e p e a ks. Si g ni fi c a n c e  w as c al c ul at e d b y

Kr us k al- W allis ( * p < 0. 0 5; * * p < 0. 0 1; * * * p < 0. 0 0 1).
Dr u g tr e at m e nt s

S e g m e nts (r o u g hl y 5  m m 2 ) of tr a nsf or m e d l e a v es  w er e us e d

f o r d r u g t r e at m e nt, c o nf o c al i m a gi n g, a n d a n al y si s. F o r

i n hi biti o n of a cti n p ol y m eri z ati o n, l e af tiss u e  w as s u b m er g e d

i n 2 5 µ M l atr u n c uli n B (st o c k s ol uti o n: 1 0  m M i n  D M S O) f or 3 0

mi ns. B F A (st o c k s ol uti o n: 1 0  m g  ml - 1 i n  D M S O)  w as us e d at a

c o n c e ntr ati o n of 1 0 0 µ g  ml - 1 (Br a n di z zi et al., 2 0 0 2 ). B F A  w as h es

w er e p erf or m e d as d es cri b e d e arli er ( Br a n di z zi et al., 2 0 0 2 ).  All

st o c k s ol uti o ns  w er e k e pt at - 2 0° C,  w or ki n g s ol uti o ns  w er e

pr e p ar e d fr es h j ust b ef or e us e.
R e s ult s

Hi g h -r e s ol uti o n i m a gi n g  of t h e E R - G ol gi
i nt erf a c e i n li v e  pl a nt c ell s

T o o bt ai n hi g h-res ol uti o n i m a gi n g,  we i m ple me nte d a Zeiss

L S M 8 8 0 c o nf o c al  micr os c o p e e q ui p p e d  wit h  Air ys c a n d et e ct or,

w hic h e n a bles u p t o 1 2 0 n m l ater al res ol uti o n.  We i m a ge d cells

c oe x pressi n g  m ar kers f or t he E R l u me n ( G F P- H D E L; ( Br a n dizzi

et al., 2 0 0 3 )) a n d t h e  m e di al/tr a ns cist er n a e of  G ol gi b o di es

(si al yltr a nsfer ase ( S T)- m R F P; (R u ni o ns et al., 2 0 0 6 )). Pr otei ns  were

fi rst e x presse d tr a nsie ntl y i n t ob acc o le af e pi der m al cells ( S p ar kes

et al., 2 0 0 6).

W e f o u n d t h at  G ol gi b o di es ar e  m otil e a n d ass o ci at e d  wit h

E R t u b ul es ( Fi g ur e 1 A ; S u p pl e m e nt ar y  m o vi e S 1 ) or c ur v e d
FI G U R E 1

E R a n d  G ol gi ar e i n cl o s e a s s o ci ati o n a s d e m o n str at e d b y hi g h -r e s ol uti o n  mi cr o s c o p y. T h e E R  m ar k er  G F P - H D E L (i n gr e e n) a n d t h e  G ol gi b o d y

m ar k er S T - m R F P (i n  m a g e nt a) ar e tr a n si e ntl y e x pr e s s e d i n t o b a c c o l e af e pi d er m al c ell s.  G ol gi b o di e s ar e a s s o ci at e d  wit h E R t u b ul e s ( A), y ell o w

arr o w) a n d ci st er n al e d g e s ( B , y ell o w arr o w) a n d c a n sit i n s m all l a c u n a e  wit hi n E R ci st er n a e (C ,  w hit e arr o w). Si z e b ar s  = 1  µ m.
fr o nti er si n. or g
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e d g es of cist er n a e ( Fi g ur e 1 B ) or  m a y b e tr a p p e d  wit hi n s m all

l a c u n a e i n E R cist er n a e (Fi g ur e 1 C ).  Alt h o u g h c o n n e cti o ns

b et w e e n E R a n d  G ol gi b o di es h a v e b e e n d es cri b e d b ef or e

(d a Sil v a et al., 2 0 0 4 ; S p ar k es et al., 2 0 0 9 ; Ost erri e d er et al.,

2 0 1 7 ; Vi eir a et al., 2 0 2 0 ), o ur r es ults i n di c at e t h at  w e c a n

vis u ali z e t h e s p ati al distri b uti o n of t h e E R a n d  G ol gi i n li v e

c ells at a l e v el of r es ol uti o n t h at h as n ot b e e n r e p ort e d b ef or e.
Fi n e  d y n a mi c t u b ul e s c o n n e ct E R a n d
G ol gi  b o di e s

L o o ki n g at t h e d y n a mi cs a n d t h e s h a pi n g of  G ol gi b o di es

wit h hi g h-r es ol uti o n li v e- c ell  mi cr os c o p y,  w e f o u n d t h at all

G ol gi b o di es vis u ali z e d pr o d u c e s m all  m e m br a n e pr otr usi o ns

fr o m t h eir s urf a c e t h at ar e v er y d y n a mi c b ut al w a ys  m a k e

c o nt a ct  wit h or ar e  wr a p p e d ar o u n d E R t u b ul es ( Fi g ur e 2 ),

all o wi n g f or a c o nst a nt p h ysi c al b ut hi g hl y d y n a mi c c o n n e cti o n

b et w e e n t h e t w o or g a n ell es.

F urt h er m or e, fi n e E R t u b ul es  w er e s e e n t o t hr e a d t hr o u g h

G ol gi b o di es ( Fi g ur e 3 A ti m e s eri es, Fi g ur e 3 B ) a n d wr a p

t h e ms el v es ar o u n d  G ol gi b o di es (Fi g ur es 3 A , C ).  T h es e t hi n

t u b ul es a v er a g e a b o ut 2 0 n m di a m et er, c o nsi d er a bl y s m all er

c o m p ar e d t o 4 0 n m di a m et er f or t h e a v er a g e E R t u b ul e ( P ai n

et al., 2 0 1 9 ).  Al m ost e v er y  G ol gi b o d y i m a g e d a p p e ars t o b e

att a c h e d t o t h e E R vi a o n e or t w o of t h es e E R- d eri v e d t u b ul es.

T h es e t u b ul es c a n als o c o n n e ct u p t o  G ol gi b o d y pr otr usi o ns

(Fi g ur e 3 D ), b ut t h es e ar e r ar e e v e nt t o i m a g e a n d  w er e o nl y

o bs er v e d i n a p pr o xi m at el y 1: 1 0 0 0  G ol gi b o di es.  T h e  m or p h ol o g y

a n d l o c ati o n of t h es e fi n e E R- d eri v e d a n d  H D E L-l a b ell e d t u b ul es

disti n g uis h es t h e m fr o m t he t u b ul es of t he b ul k E R n et w or k.  T o

cl e arl y r ef er t o t h e m,  w e t er m e d t h e m E R G o ( E R- G ol gi) t u b ul es i n

t h e f urt h er t e xt.  A s c h e m ati c r e pr es e nt ati o n of E R G o t u b ul es a n d

G ol gi b o d y pr otr usi o ns is d e pi ct e d i n Fi g ur e 4 A .

T o c o n fi r m t h at t h es e t u b ul es  w er e n ot li mit e d t o tr a nsi e nt

e x pr essi o n i n t o b a c c o l e af c ells,  w e als o i m a g e d t h e E R a n d  G ol gi
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 4
b o d y  m ar k ers  H D E L a n d S T i n st a bl e e x pr essi o n i n Ar a bi d o psis

t h ali a n a pl a nts.  Als o i n t his s yst e m, t h e d y n a mi c  m or p h ol o g y

wit h  E R G o t u b ul e s ( Fi g u r e 5 A ) a n d G ol gi p r ot r u si o n s

(Fi g ur e 5 B )  w as o bs er v e d (Fi g ur e 5 ; S u p pl e m e nt ar y  m o vi e S 2 ).

T o i n v esti g at e if E R d y n a mi cs i m p a cts o n E R- G ol gi t u b ul es,

t h e dr u g l atr u n c uli n B ( L at B)  w as a p pli e d (Fi g ur e 6 ). L at B

i n hi bits a cti n p ol y m eri z ati o n a n d i nt err u pts E R d y n a mi cs,

r e s ulti n g i n i m m o bil e  G ol gi b o di e s. L at B t r e at m e nt al s o

r es ult e d i n t h e e n h a n c e d f or m ati o n of E R cist er n a e ( P ai n et al.,

2 0 1 9 ).  Aft er L at B tr e at m e nt, E R G o t u b ul es  w er e cl e arl y visi bl e

b ut  w e c o ul d n ot d et er mi n e if t h e y r e m ai n e d t hr o u g h L at B

tr e at m e nt or  w er e f or m e d d e n o v o . D e n o v o f or m ati o n of E R G o

t u b ul es  w o ul d i n di c at e t h at t h e y ar e n ot o nl y a p h ysi c al

c o n n e cti o n r e q uir e d  w h e n E R a n d  G ol gi b o di es ar e r a pi dl y

m o vi n g i n t h e c ell.
Di stri b uti o n  of E R e xit sit e  m ar k er s a n d
G ol gi gl y c o s yl ati o n e n z y m e s

T o f urt h er i n v esti g at e t h e p h ysi c al li n k b et w e e n E R a n d

G ol gi b o di es,  w e  w a nt e d t o l o o k at a str u ct ur e l o c at e d b et w e e n

t h e E R a n d  G ol gi, t h e E R E S. I nt er esti n gl y, pr otr usi o ns si mil ar t o

t h os e pr e vi o usl y s h o w n  wit h  G ol gi  m ar k ers (Fi g ur es 2 , 5 )  w er e

als o o bs er v e d  w h e n E R E S  m ar k ers/ C O PII c o m p o n e nts  w er e

e x pr ess e d t o g et h er  wit h t h e E R  m ar k er  R F P- H D E L ( W a n g

et al., 2 0 1 4 ) (Fi g ur es 4 B , 7 ).  W e us e d f u n cti o n al fl u or es c e nt

f usi o n  m ar k ers of t h e  C O PII c o at pr ot ei ns  G F P- S e c 2 4 (F as o

et al., 2 0 0 9 ),  G F P- S e c 1 6 (T a k a gi et al., 2 0 1 3 ) a n d S ar 1 a- G F P

(H a nt o n et al., 2 0 0 8 ).  W e f o u n d t h at t h e str u ct ur es l a b ell e d  wit h

t h es e  m ar k ers s h o w e d d y n a mi c pr otr usi o ns i n  m ost c as es

wr a p p e d ar o u n d E R t u b ul es or c o n n e cti n g  wit h E R t u b ul es

(Fi g ur e 7 ) c o m p ar a bl e t o t h e pr otr usi o ns l a b ell e d  wit h t h e

G ol gi  m ar k er ( Fi g ur es 1 – 5 ).

It is als o of gr e at i nt er e st t h at E R E S m ar k e rs/ C O PII

c o m p o n e nts di d n ot l a b el t h e E R as o n e  w o ul d e x p e ct f or E R
FI G U R E 2

I d e ntifi c ati o n  of d y n a mi c  G ol gi - d eri v e d t u b ul e s t h at c o n n e ct  wit h t h e E R.  G ol gi b o di e s l a b ell e d  wit h t h e  m e di al/ tr a n s- G ol gi  m ar k er S T - m R F P (i n

m a g e nt a) f or m pr otr u si o n s ( y ell o w arr o w) t h at c a n al s o b e  wr a p p e d ar o u n d E R t u b ul e s (l a b ell e d  wit h  G F P - H D E L i n gr e e n).  M ar k er s ar e

e x pr e s s e d tr a n si e ntl y i n t o b a c c o l e af e pi d er m al c ell s. I m a g e s ar e s h o w n i n ti m e i nt er v al s  of  0. 8 s b et w e e n t h e fr a m e s a n d ti m e p oi nt s ar e

i n di c at e d. Si z e b ar  = 1  µ m.
fr o nti er si n. or g
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v esi cl e b u d di n g sit es b ut ar e cl os el y a n d d y n a mi c all y ali g n e d  wit h

G ol gi cist er n a e.  W e n e xt ai m e d t o g ai n d e e p er i nsi g hts o n t he

s p ati al r el ati o ns hi p of t he cis- G ol gi a n d t he  C O PII  m ar k ers usi n g

hi g h-r es ol uti o n  mi cr os c o p y.  W h e n c o e x pr ess e d  wit h t h e cis- G ol gi

b o d y  m ar k er  M N S 1 ( Li e b mi n g er et al., 2 0 0 9 ; S c h o b er er et al.,

2 0 1 4 ), t h e E R E S  m ar k ers  G F P- S e c 2 4 (Fi g ur e 8 A ),  G F P- S e c 1 6

(Fi g ur e 8 B ) a n d S ar 1 a- G F P (Fi g ur e 8 C ) l a b ell e d a c o m p art m e nt

cl os e t o  M N S 1- m R F P, h o w e v er t h eir l oc ali z ati o n di d n ot f ull y
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 5
o v erl a p ( Fi g ur e 8 ).  As a c o ntr ol,  M N S 1- m R F P  w as c o e x pr ess e d

wit h  M N S 1- e G F P ( Fi g ur e 8 D ).  T h e dist a n c e b et w e e n t h e t hr e e

t est e d E R E S  m ar k ers a n d t h e cis- G ol gi  m ar k er  M N S 1  w as

st atisti c all y si g nifi c a ntl y l ar g er t h a n t h e dist a n c e b et w e e n  M N S 1-

m R F P a n d  M N S 1- e G F P ( Fi g ur e 8 E ).  T his i n di c at es t h at i n pl a nt

c ells t h e l a b ell e d E R E S str u ct ur es  m a y r e pr es e nt a pr e- cis- G ol gi

c o m p art m e nt  wit h E R G o t u b ul es a n d pr otr usi o ns all o wi n g f or

p h ysi c al c o n n e cti o ns t o t h e E R ( Fi g ur e 4 B ).
FI G U R E  4

S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n  of E R - G ol gi c o n n e cti o n s. T h e di a gr a m i n di c at e s t h e v ari o u s c o n n e cti o n s  o b s er v e d b et w e e n E R a n d  G ol gi b o di e s:

( A) E R G o t u b ul e s ( d ar k gr e e n) l a b el e d b y t h e E R l u m e n al  m ar k er  G F P - H D E L ar e c o n n e cti n g E R (li g ht gr e e n) a n d  G ol gi ci st er n a e (li g ht p ur pl e).

D y n a mi c pr otr u si o n s fr o m  G ol gi b o di e s ( p ur pl e) ar e l a b ell e d  wit h t h e  m e di al/ tr a n s- G ol gi b o d y  m ar k er S T - R F P. ( B) Pr otr u si o n s fr o m E R E S t o E R ( d ar k

or a n g e) c a n al s o b e  o b s er v e d  wit h t h e E R E S/ C O PII c o m p o n e nt s S e c 2 4, S e c 1 6 a n d S ar 1 a l a b elli n g a pr e - ci s - G ol gi c o m p art m e nt (li g ht  or a n g e).
FI G U R E 3

U ni q u el y s h a p e d E R t u b ul e s c o n n e ct  wit h  G ol gi b o di e s. Fi n e E R t u b ul e s t hr e a d t hr o u g h ( A,  B y ell o w arr o w s) a n d ar o u n d t h e  G ol gi b o di e s

(C y ell o w arr o w) a n d c a n c o n n e ct  wit h  G ol gi pr otr u si o n s ( D , y ell o w arr o w).  G ol gi b o di e s ar e l a b ell e d  wit h t h e  m e di al/tr a n s- G ol gi  m ar k er S T -

m R F P (i n  m a g e nt a) a n d t h e E R i s l a b ell e d  wit h  G F P - H D E L i n gr e e n.  M ar k er s ar e e x pr e s s e d tr a n si e ntl y i n t o b a c c o l e af e pi d er m al c ell s. I m a g e s f or

A ) ar e s h o w n i n ti m e i nt er v al s  of  0. 8 s b et w e e n t h e fr a m e s a n d ti m e p oi nt s ar e i n di c at e d. Si z e b ar s  = 1  µ m.
fr o nti er si n. or g
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T o f urt h er i n v esti g at e a p ot e nti al pr e- cis- G ol gi c o m p art m e nt,

w e c o e x pr ess e d t h e E R E S  m ar k ers S e c 2 4 ( Fi g ur e 9 A ), S e c 1 6

(Fi g ur e 9 B ) a n d S ar 1 a (Fi g ur e 9 C )  wit h  M N S 3, t he  Ar a bi d o psis

E R- a - m a n n osi d as e I ( M N S 3; (S c h o b er er et al., 2 0 1 9 )).  M N S 3 h as
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 6
pr e vi o usl y b e e n s h o w n t o p arti all y c ol o c ali z e  wit h  M N S 1 a n d  w as

s u g g est e d t o r esi d e i n cis- m ost  G ol gi  m e m br a n es, t h e  G ol gi e ntr y

c or e c o m p art m e nt ( G E C C O) ( It o et al., 2 0 1 7).  All t est e d E R E S

m ar k ers c ol o c ali z e d  wit h  M N S 3 ( Fi g ur es 9 A – C ).  As a c o ntr ol,
FI G U R E  6

C h a n gi n g E R  d y n a mi c s  wit h l atr u n c uli n  B ( L at B). T h e E R a n d  G ol gi  m ar k er s  G F P - H D E L ( gr e e n) a n d S T - m R F P ( m a g e nt a) ar e c o e x pr e s s e d i n t o b a c c o

l e af e pi d er m al c ell s, t o b a c c o l e af pi e c e s  w er e tr e at e d  wit h L at B a n d vi d e o s  w er e t a k e n. Ti m e fr a m e s [ s] ar e i n di c at e d. Si z e b ar s  =  0. 5  µ m.
A

B

FI G U R E 5

T h e  or g a ni z ati o n  of t h e E R a n d  G ol gi s h o w n i n t o b a c c o c a n al s o b e  o b s er v e d i n  Ar a bi d o p si s tr a n s g e ni c pl a nt s. E R t u b ul e s  wr a p p e d ar o u n d a n d

t hr o u g h t h e  G ol gi b o d y (A , y ell o w arr o w) a n d d y n a mi c pr otr u si o n s fr o m t h e  G ol gi b o d y (B , y ell o w arr o w)  w er e al s o  o b s er v e d i n st a bl y

tr a n sf or m e d Ar a bi d o p si s t h ali a n a pl a nt s.  G ol gi b o di e s  w er e l a b ell e d  wit h t h e  m e di al/ tr a n s- G ol gi  m ar k er S T - m R F P (i n  m a g e nt a) a n d t h e E R i s

l a b ell e d  wit h  G F P - H D E L i n gr e e n. Si z e b ar s  = 1  µ m.
fr o nti er si n. or g
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M N S 3- m R F P  w as c o e x pr ess e d  wit h  M N S 3- e G F P ( Fi g ur e 9 D ).

T h e dist a n c e b et w e e n t h e fl u or es c e nt p e a ks b et w e e n E R E S

m ar k ers a n d  M N S 3  w as a n al y z e d a n d di d n ot si g ni fi c a ntl y diff er

fr o m t h e c o ntr ol (Fi g ur e 9 E ).  T his c o nfi r ms o ur r es ults (Fi g ur e 8 )

of a pr es e n c e of pr e- cis- G ol gi c o m p art m e nts  wit h a s p e cifi c

c o m p ositi o n of pr ot ei ns s u c h as t h e t est e d E R E S/ C O PII pr ot ei ns

a n d  M N S 3.
E R G o t u b ul e s ar e still  pr e s e nt aft er
i n hi biti o n  of E R -t o - G ol gi tr a n s p ort

W e n e xt ai m e d t o i n v esti g at e a p ot e nti al r ol e f or E R G o t u b ul es

i n E R- G ol gi tr a ns p ort.  W e a n al y z e d t h e pr es e n c e of t he E R G o

t u b ul es i n c ells  wit h i n hi bit e d E R- G ol gi tr a ns p ort. I nt erf eri n g  wit h

C O PI c o at ass e m bl y r es ults i n t he i n hi biti o n of pr ot ei n tr a ns p ort

a n d a c oll a ps e of  G ol gi b o d y  m e m br a n es i nt o t h e E R.  T h e f u n g al

m et a b olit e br ef el di n  A ( B F A) is a c o m m o nl y us e d  m et h o d t o

i n hi bit  C O PI c o at f or m ati o n. I n pl a nts, B F A t ar g ets a S e c 7-t y p e

G E F t h at is n ec ess ar y f or a cti v ati o n of t h e s m all  C O PI  G T P as e

Arf 1 p ( N e b e nf ü hr et al., 2 0 0 0 ).  T his l e a ds t o t h e diss o ci ati o n of

C O PI c o at pr ot ei ns fr o m  G ol gi  m e m br a n es ( Rit z e nt h al er et al.,

2 0 0 2 ) a n d t he r e distri b uti o n of  G ol gi  m ar k ers, s u c h as S T– G F P/
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 7
R F P, t o t h e E R a n d dil at ati o n of t h e E R n et w or k ( B oe vi n k et al.,

1 9 9 8 ; S ai nt-J or e et al., 2 0 0 2 ).

W e ai m e d t o us e  B F A t o s e e if i m p air m e nt of E R- G ol gi

tr a ns p ort  w o ul d i nfl u e n c e t h e pr es e n c e of  E R G o t u b ul es a n d

G ol gi/ E R E S pr otr usi o ns,  w hi c h c o ul d b e a n i n di c at or f or a

p ot e nti al f u n cti o n of t h es e str u ct ur es i n E R- G ol gi tr a ns p ort.

W e f o u n d t h at  B F A tr e at m e nt o n pl a nts e x pr essi n g S T- G F P

a n d R F P- H D E L r es ult e d i n e n h a n c e d E R cist er n a e f or m ati o n

a n d as e x p e ct e d, r e distri b uti o n of t h e  G ol gi  m ar k er S T- G F P t o

t h e  E R (Fi g ur e 1 0 ).  As t y pi c al f or  B F A tr e at m e nt, s m all S T-

a n d  H D E L-l a b ell e d  G ol gi b o d y r e m n a nts r e m ai n e d ( F uji w ar a

et al., 1 9 8 8 ; Dri o ui c h et al., 1 9 9 3 ; S ati at-J e u n e m aitr e et al.,

1 9 9 6 ). I nt er esti n gl y t h es e r e m n a nts  w er e c o n n e ct e d t o t h e E R

b y  E R G o t u b ul es a n d  w er e l a b ell e d b y b ot h t h e  E R a n d  G ol gi

b o d y  m ar k ers  R F P- H D E L a n d S T- G F P ( Fi g ur e 1 0 , z o o m i n

y ell o w a n d bl u e fr a m e).  T h e distri b uti o n of  E R a n d  G ol gi

b o d y  m ar k er a p p e ars n ot e v e nl y distri b ut e d i n pl a c es,  w hi c h

c o ul d b e d u e t o t h e i n hi bit e d tr a ns p ort.  E R G o t u b ul es  w er e

f o u n d i n c o n n e cti o n  wit h all r e m n a nt s of  G ol gi b o di e s

( Fi g u r e 1 0 ).  T hi s s u g g e st s t h at t h e p h y si c al c o n n e cti o n

b et w e e n  E R a n d  G ol gi b o d y r e m n a nts  w as  m ai nt ai n e d u p o n

B F A tr e at m e nt.

W e n e xt ai m e d t o t est t h e eff e ct of bl o c k a g e of t h e  C O PII

p at h w a y a n d t e st t h e h y p ot h e si s t h at a bl o c k a g e of t h e

pr o gr essi o n of t h e  C O PII c y cl e  wit h a d o mi n a nt- n e g ati v e

m ut a nt of t h e  C O PII  G T P as e S ar 1 a ( Ost erri e d er et al., 2 0 1 0 )

w o ul d all o w t o d et e ct t h e sit es of  C O PII ass e m bl y.  W e us e d

S ar 1 a- G T P, a c o nstit uti v el y a ct i v e ( G T P-l o c k e d)  m ut a nt f or m

of S ar 1 p fr o m Nic oti a n a t a b a c u m ,  w hi c h h as b e e n s h o w n t o

i n hi bit pr ot ei n tr a ns p ort b et w e e n t h e E R a n d  G ol gi b o di es

(A n dr e e v a et al., 1 9 9 8 ; T a k e u c hi et al., 2 0 0 0 ; P hilli ps o n et al.,

2 0 0 1 ; d a Sil v a et al., 2 0 0 4 ; H a nt o n et al., 2 0 0 8 ).  H e r e a

d e x a m e t h a s o n e ( D e x ) i n d u ci bl e s y s t e m i n s t a bl y

tr a nsf or m e d Nic oti a n a t a b a c u m pl a nts all o wi n g c o ntr oll e d

e x p r e s si o n of S a r 1 - G T P ( O st e r ri e d e r et al., 2 0 1 0 ) w a s

a p pli e d.  T h e E R a n d  G ol gi b o d y  m ar k ers,  G F P- H D E L a n d

S T- m R F P r es p e cti v el y,  w er e e x pr ess e d i n t h es e pl a nts.  W e

f o u n d t h at 1 8 h aft er  D e x-i n d u cti o n,  m ost of t h e S T- m R F P

pr ot ei n p o ol  w as l o c at e d i n t h e E R  wit h o nl y v er y f e w a n d

s m all e r S T -l a b ell e d  G ol gi b o di e s r e m ai ni n g ( Fi g u r e 1 1 ).

Si mil ar t o  B F A tr e at m e nt, S ar 1 a- G T P e x pr essi o n r es ult e d i n

e n h a n c e d E R cist er n al ar e as, a n d S T-l a b ell e d  G ol gi st a c ks  w er e

q uit e ti g htl y e n g ulf e d  wit hi n E R l a c u n a e.  T h e st a c ks  w er e

a g ai n still c o n n e ct e d t o t h e E R b y E R G o t u b ul es b ut diff er e ntl y

fr o m  wit h  B F A tr e at m e nt, t h e E R G o t u b ul es o nl y s h o w e d

H D E L l a b elli n g  wit h S T-l a b ell e d p r otr u si o ns ( Fi g u r e 1 1 ).

E R G o t u b ul e s c o ul d o nl y b e s e e n i n c o n n e cti o n  wit h

r e m ai ni n g  G ol gi str u ct ur es. S ar 1 a- G T P bl o c ks t h e u n c o ati n g

of t h e  C O PII c o at a n d t h e  G ol gi  m a r k e r i s vi si bl e i n

a s s o ci ati o n b ut still p h y si c all y di sti n ct f r o m t h e  E R G o

t u b ul es.  T h es e r es ults, c o u pl e d  wit h t h e fi n di n gs t h at  C O PI

i n hi biti o n l e a ds t o a r e distri b uti o n of  G ol gi  m ar k ers i nt o t h e
fr o nti er si n. or
FI G U R E 7

C O PII c o m p o n e nt s s h o w pr otr u si o n s t h at c o n n e ct  wit h t h e E R.

T h e E R E S  m ar k er s/ C O PII c o m p o n e nt s  G F P - S e c 2 4 ( A,  B),  G F P -

S e c 1 6 ( C,  D) a n d S ar 1 a - G F P ( E, F) s h o w d y n a mi c pr otr u si o n s

( y ell o w arr o w s).  Pr ot ei n s ar e e x pr e s s e d tr a n si e ntl y i n t o b a c c o

l e af e pi d er m al c ell s. T h e E R i s l a b ell e d  wit h t h e l u m e n al  m ar k er

R F P - H D E L ( m a g e nt a). Si z e b ar s  = 1  µ m.
g
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E R G o t u b ul es, i n di c at e t h at t h e E R G o t u b ul es  m a y b e i n v ol v e d

i n t h e c ar g o tr a ns p ort t o t h e  G ol gi b o d y.
Di s c u s si o n

T h e n at ur e of t h e E R e xit sit es t o g et h er  wit h E R- G ol gi

tr a ns p ort h as b e e n a s o ur c e f or dis c ussi o n o v er t h e y e ars. I n

y e a st a n d  m a m m ali a n s y st e m s  C O PII/ C O PI - d e p e n d e nt

tr a ns p ort  w as t h e g e n er all y a c c e pt e d  m e c h a nis m,  w hi c h  w as

als o tr a nsf err e d t o pl a nt s yst e ms.

I n  m a m m ali a n c ells, E R E S ar e  m or p h ol o gi c all y r e c o g ni z e d

as ar e as o n t h e r o u g h E R  m e m br a n e t h at ar e d e v oi d of ri b os o m es

a n d f or m c o at e d b u ds, v esi cl es, a n d v esi c ul ar t u b ul ar cl ust ers

(T a n g et al., 2 0 0 5 ).  T h es e cl ust ers u n d er g o l o n g-r a n g e tr a ns p ort

m e di at e d b y  mi cr ot u b ul es t o d o c k  wit h t h e cis-f a c e of t h e  G ol gi

a p p ar at us ( T a n g et al., 2 0 0 5 ). E R E S ar e c h ar a ct eri z e d b y t h e

c o m p o n e nts of t h e  C O PII- c o at e d  m e m br a n es, v- S N A R E S

r e q uir e d f or d o c ki n g a n d p 2 4 pr ot ei ns as c ar g o r e c e pt ors
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 8
(Str ati n g a n d  M art e ns, 2 0 0 9 ). I n y e ast,  C O PII- c o at e d v esi cl es

h a v e b e e n s u g g est e d t o b u d fr o m t h e E R  m e m br a n e t o tr a ns p ort

c ar g o t o v er y si m pl e  G ol gi b o di es t h at h a v e t h e c a p a cit y t o

m at ur e fr o m cis- t hr o u g h t o tr a ns-f or ms (M ats u ur a- T o kit a

et al., 2 0 0 6 ).

I n E m br y o p h yt a, e arl y c o n v e nti o n al tr a ns missi o n el e ctr o n

mi cr os c o p y di d n ot s h o w a n y visi bl e c o at e d  E R ar e as or

str u ct ur es t h at c o ul d b e c o n vi n ci n gl y i nf err e d t o b e E R E S.  T h e

a p pli c ati o n of ultr a-r a pi d fr e e zi n g t e c h ni q u es c o m bi n e d  wit h

t o m o gr a p hi c el e ctr o n  mi cr os c o p y t h o u g h s u g g est e d t h at a

C O PII v e si cl e - m e di at e d t r a n s p o rt  m a y e xi st ( K a n g a n d

St a e h eli n, 2 0 0 8 ).  C O PII c o m p o n e nts  w er e i n d e e d i d e ntifi e d i n

pl a nts usi n g bi oi nf or m ati cs a n al ysis ( R o bi ns o n et al., 2 0 0 7 ) b ut

t h at d o es n ot e x cl u d e a n o n- v esi c ul ar l o c ali z ati o n. Li v e c ell

i m a gi n g  m et h o d ol o gi e s u si n g fl u or es c e nt p r ot ei n  m ar k ers

s h o w e d t h at  G ol gi b o di es ar e cl os el y li n k e d  wit h t h e  E R

(B o e vi n k et al., 1 9 9 8 ; d a Sil v a et al., 2 0 0 4 ; F as o et al., 2 0 0 9 ;

Ost erri e d er et al., 2 0 1 7 ).  All of t his s u p p ort e d t h e “ s e cr et or y

u nit ” c o n c e pt st ati n g t h at  G ol gi a n d E R e xit sit es ar e  m o vi n g
A

B

D

E

C

FI G U R E  8

E R E S  m ar k er s  d e fi n e a pr e - G ol gi c o m p art m e nt. E R E S  m ar k er s  G F P - S e c 2 4 ( A),  G F P - S e c 1 6 ( B) a n d S ar 1 a - G F P ( C) ar e di stri b ut e d cl o s el y t o t h e

ci s - G ol gi - m ar k er  M N S 1 - m R F P b ut d o n ot f ull y  o v erl a p  wit h  M N S 1 - m R F P.  M er g e d i m a g e s i n a si d e vi e w ar e s h o w n t o g et h er  wit h li n e pr o fi l e s f or

b ot h  m ar k er s.  Pr ot ei n s  w er e e x pr e s s e d tr a n si e ntl y i n t o b a c c o l e af e pi d er m al c ell s. Si z e b ar s  =  0. 5  µ m. ( D) M N S 1 - e G F P a n d  M N S 1 - m R F P  w er e

c o e x pr e s s e d a s a c o ntr ol f or f ull c ol o c ali z ati o n. ( E) St ati sti c al a n al y si s s h o w s t h e di st a n c e [ n m] b et w e e n fl u or e s c e nt p e a k  of E R E S  m ar k er a n d

M N S 1 - m R F P. Si g ni fi c a n c e  w a s a n al y z e d b y  Kr u s k al - W alli s ( * * * p <  0. 0 0 1). n  = 3  wit h 5 t e c h ni c al r e pli c a s e a c h.
fr o nti er si n. or g
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Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 0 9
t o g et h er  wit h t h e E R (d a Sil v a et al., 2 0 0 4 ) a n d t h at  G ol gi

bi o g e n esis c o ul d b e fr o m n e wl y g e n er at e d e xit sit es ( H a w es

et al., 2 0 0 8 ).

I n vitr o e x p eri m e nts usi n g gi a nt u nil a m ell ar  m e m br a n e

v esi cl es i n c u b at e d  wit h  C O PII c o m p o n e nts s h o w e d n o v esi cl e

f or m ati o n b ut b e a d-li k e  m e m br a n e or g a ni z ati o n (B a ci a et al.,

2 0 1 1 ).  R e c e nt fi n di n gs i n  m a m m ali a n s yst e ms als o q u esti o n t h e

e x cl usi vit y of v esi c ul ar a nt er o gr a d e tr a ns p ort.  T w o r es e ar c h

gr o u ps s h o w e d i n d e p e n d e ntl y t h at c arri ers l e a vi n g t h e E R ar e

n ot c o at e d b y  C O PII c o m p o n e nts a n d s u g g est e d t h e e xist e n c e of

diff er e nt p ar all el c arri er t y p es i n cl u di n g v esi cl es b ut als o t u b ul es,

s a c c ul es a n d t u n n els (W ei g el et al., 2 0 2 1 ; S h o mr o n et al., 2 0 2 1 ).

I n t h es e st u di es, E R E S e x p a n d i nt o t u b ul es,  w hi c h c o nt ai n c ar g o

b ut n o  C O PII c o m p o n e nts.  T h es e c a n o nl y b e f o u n d at t h e n e c k

of t h e t u b ul es; h e n c e, t h e y pr o p os e d t h at c arri ers l e a vi n g t h e E R

a r e n ot  C O PII c o at e d a n d t h at t h e r ol e of  C O PII i s t o

c o n c e ntr at e tr a ns p ort c ar g o i nt o c arri ers ( W ei g el et al., 2 0 2 1 ;

S h o mr o n et al., 2 0 2 1 ).

O ur a n al ys es usi n g a hi g h-r es ol uti o n c o nf o c al i m a gi n g

a p pr o a c h h a v e pr o vi d e d n e w i nsi g hts i nt o t h e or g a ni z ati o n of

t h e E R a n d  G ol gi i nt erf a c e. B y f a cilit ati n g a vis u ali z ati o n of t h e E R,

C O PII  m ar k ers a n d  G ol gi  m e m br a n es i n li vi n g c ells,  w e  w er e a bl e

t o c a pt ur e str u ct ur es a n d t h eir d y n a mics i n a  m a n n er t h at is n ot

p ossi bl e  wit h ultr a-r es ol uti o n  mi cr os c o p y i n fi x e d c ells or cr y o-

el e ctr o n t o m o gr a p h y.  O ur a n al ys es all o w e d us t o f oll o w t h e

d y n a mi cs of t h e E R G o t u b ul es,  w hi c h a p p e ar t o b e t hi n n er

t u b ul es c o m p ar e d t o t h e b ul k E R t u b ul ar n et w or k.  W e als o

s h o w e d t h at tr e at m e nt  wit h B F A c a us es a r e distri b uti o n of

G ol gi  m ar k ers i nt o t h e b ul k E R a n d t h e E R G o t u b ul es  wit h

G ol gi r e m n a nts distri b ut e d at t h e E R G o t u b ul es, a n d t h at

bl o c k a g e of  C O PII  wit h S ar 1 a- G T P l e a ds t o t h e f or m ati o n of
FI G U R E  9

T h e E R E S  m ar k er s l o c ali z e at t h e  G E C C O. E R E S  m ar k er s  G F P -

S e c 2 4 ( A),  G F P - S e c 1 6 ( B) a n d S ar 1 a - G F P ( C) c ol o c ali z e  wit h

M N S 3 - m R F P. ( D) M N S 3 - e G F P a n d  M N S 3 - m R F P ar e c o e x pr e s s e d

a s a c o ntr ol f or f ull c ol o c ali z ati o n.  R e pr e s e nt ati v e c o nf o c al

i m a g e s a n d a n al y si s pl ot s ar e s h o w n f or e a c h c o m bi n ati o n. T h e

bl u e b o x i n di c at e s t h e  G ol gi b o d y s h o w n e n h a n c e d  o n t h e ri g ht -

h a n d si d e p a n el s ( m er g e d i m a g e s i n si d e vi e w t o g et h er  wit h li n e

pr o fi l e s f or b ot h  m ar k er s).  Pr ot ei n s ar e e x pr e s s e d tr a n si e ntl y i n

t o b a c c o l e af e pi d er m al c ell s. Si z e b ar s  = 1  µ m. ( E) St ati sti c al

a n al y si s s h o w s t h e di st a n c e [ n m] b et w e e n fl u or e s c e nt p e a k  of

E R E S  m ar k er a n d  M N S 3 - m R F P. Si g ni fi c a n c e  w a s a n al y z e d b y

Kr u s k al - W alli s. n  = 3  wit h 5 t e c h ni c al r e pli c a s e a c h.
FI G U R E 1 0

Di sr u pti o n  of  C O PI r e s ult s i n t h e r e di stri b uti o n  of  G ol gi  m e m br a n e s i nt o t h e E R G o t u b ul e s. T h e E R a n d  G ol gi  m ar k er s  R F P - H D E L ( m a g e nt a) a n d

S T - G F P ( gr e e n) ar e c o e x pr e s s e d a n d t h e l e af pi e c e s tr e at e d  wit h  B F A.  C o n n e cti n g t u b ul e s b et w e e n E R a n d  G ol gi r e m n a nt s ar e vi si bl e ( y ell o w

arr o w s). T h e bl u e a n d y ell o w b o x e s i n t h e  m er g e i m a g e i n di c at e ar e a s s h o w n i n hi g h er  m a g ni fi c ati o n b el o w. Si z e b ar s  = 5  µ m.
fr o nti er si n. or g
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str u ct ur es t h at ar e c o n n e ct e d b ut n ot  m er g e d  wit h E R G o t u b ul es.

It  w as pr e vi o usl y s u g g est e d t h at t h e B F A-i n d u c e d  G ol gi r e m n a nts

c o nt ai n a  mi ni m al s et of cis- G ol gi  m e m br a n e pr ot ei ns c arr yi n g

o ut s p e ci fi c r ol es at t he E R- G ol gi i nt erf a c e, s u c h as pr ot ei n s orti n g,

E R- G ol gi t et heri n g, a n d  N- gl y c a n pr o c essi n g.  T h es e B F A-i n d u c e d

str u ct ur es c o ul d t h e n b e us e d as a r es er v oir t o q ui c kl y pr o d u c e cis-

G ol gi cist er n a e  wit h  m at eri als dir e ctl y fr o m t h e E R ( H a w es et al.,

2 0 1 0 ; It o et al., 2 0 1 2; R o bi ns o n et al., 2 0 1 5 ; S c h o b er er et al., 2 0 1 9 ),

a n d a c c or di n gl y,  w e pr o p os e E R G o t u b ul ar c o n n e cti o ns  m a y

pr o vi d e p h ysi c al st a bilit y b et w e e n t h e E R a n d t he  G ol gi as  w ell

as a r a pi d a n d t ar g et e d tr a ns p ort p at h w a y.

Pr e- cis- G ol gi c o m p art m e nts h a v e b e e n pr e vi o usl y s u g g est e d

f or pr ot ei ns pr o p os e d t o b e i n v ol v e d i n E R- G ol gi t et h eri n g:

At G ol gi n- 8 4 A,  w hi c h c ol o c ali z es  wit h S ar 1 a ( Vi eir a et al., 2 0 2 0 ),

as  w ell as  At C A S P ( L atij n h o u w ers et al., 2 0 0 7 ; Ost erri e d er et al.,

2 0 1 7 ) a n d t h e  A r a bi d o p si s  E R- a - m a n n o si d a s e I ( M N S 3;

(S c h o b er er et al., 2 0 1 9 )).  O ur r es ults s u p p ort t h e e xist e n c e of a

pr e- cis- G ol gi c o m p art m e nt  w h er e  C O PII c o m p o n e nts a c c u m ul at e

r at h e r t h a n a c c u m ul ati n g o n t h e  E R.  T h e t hi n t u b ul a r

c o n n e cti o ns, o bs er v e d b et w e e n E R a n d  G ol gi as  w ell as b et w e e n

E R a n d E R E S c o ul d b e i n v ol v e d i n c ar g o tr a ns p ort as  w ell as i n

st a bili zi n g t h e p h ysi c al c o n n e cti o n b et w e e n E R a n d  G ol gi b o di es.

Alt h o u g h  w e h a v e n o e vi d e n c e t o i nf er a f u n cti o n al r ol e t o t he

E R G o t u b ul es, t h e vis u ali z ati o n of t h es e n e w str u ct ur es a n d t he

d e fi niti o n of t h eir s p ati al distri b uti o n i n r el ati o n t o  C O PII  m ar k ers

a n d t h e vis u ali z ati o n of a pr e- G ol gi c o m p art m e nt s h e d a n

i nt er esti n g n e w li g ht o nt o t h e E R- G ol gi i nt erf a c e i n pl a nts a n d
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 1 0
c h all e n g e t h e e xisti n g d o g m a o n t he e xist e n c e of  C O PII v esi cl es i n

pl a nts. S o f ar, i n pl a nt s yst e ms n o el e g a nt E R- G ol gi c ar g o

tr a ns p ort ass a y s u c h as t he  R U S H  m et h o d ol o g y (B o n c o m p ai n

et al., 2 0 1 2 ) f or  m a m m ali a n s yst e ms h as b e e n est a blis he d b ut t his

will b e of gr e at i m p ort a n c e f or st u d yi n g a n i n v ol v e m e nt of E R G o

t u b ul es i n E R- G ol gi tr a ns p ort.
D at a a v ail a bilit y st at e m e nt

T h e ori gi n al c o ntri b uti o ns pr es e nt e d i n t h e st u d y ar e

i n cl u d e d i n t h e a rti cl e/S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al . F u rt h e r

i n q uiri es c a n b e dir e ct e d t o t h e c orr es p o n di n g a ut h or.
A ut h or c o ntri b uti o n s

V K, J S, a n d F B c o n c ei v e d t h e e x p eri m e nts.  A M G, J S,  C P, a n d

V K c arri e d o ut t h e e x p eri m e nts. J S, F B, a n d  V K  wr ot e t h e

m a n us cri pt.  All a ut h ors c o ntri b ut e d t o t h e arti cl e a n d a p pr o v e d

t h e s u b mitt e d v ersi o n.
F u n di n g

T his r es e ar c h  w as f u n d e d i n p art b y t h e  A ustri a n S ci e n c e

F u n d ( F W F) [ P 3 1 9 2 1- B 3 2] t o J S. F or t h e p ur p os e of o p e n a c c ess,
fr o nti er si n.
FI G U R E 1 1

Di sr u pti o n  of  G ol gi  m e m br a n e s b y i n hi biti o n  of  C O PII u n c o ati n g l e a d s t o a s e gr e g ati o n  of E R G o t u b ul e s fr o m  G ol gi r e m n a nt s. T h e d o mi n a nt

n e g ati v e  m ut a nt S ar 1 a - G T P i s e x pr e s s e d i n a n i n d u ci bl e  m a n n er t o g et h er  wit h t h e E R a n d  G ol gi  m ar k er s  G F P - H D E L ( gr e e n) a n d S T - m R F P

( m a g e nt a). I m a gi n g  w a s c arri e d  o ut 1 8 h aft er d e x a m et h a s o n e ( D e x) i n d u cti o n a n d a ti m e -l a p s e ( 0 s,  0. 8 s,  8 s) i s s h o w n. T h e y ell o w b o x e s i n

t h e i m a g e s i n di c at e ar e a s s h o w n i n hi g h er  m a g nifi c ati o n  o n t h e ri g ht h a n d si d e. E R G o t u b ul e s a n d  G ol gi pr otr u si o n s ar e i n di c at e d  wit h y ell o w

arr o w s. Si z e b ar s  = 1  µ m.
or g
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t h e a ut h or h as a p pli e d a  C C B Y p u bli c c o p yri g ht li c e ns e t o a n y

A ut h o r  A c c e pt e d  M a n u s c ri pt v e r si o n a ri si n g f r o m t hi s

s u b mi s si o n.  F B i s f u n d e d  b y  M S U  A g Bi o R e s e a r c h

[ MI C L 0 2 5 9 8].  V K is gr at ef ul f or f u n di n g b y t h e B B S R C [ B B/

W 0 1 1 1 6 6/ 1] a n d  O xf or d Br o o k es  U ni v ersit y.  A M G is f u n d e d vi a

t h e  O xf or d I nt er dis ci pli n ar y  Bi os ci e n c e  D o ct or al tr ai ni n g

Pr o gr a m m e,  C P is f u n d e d b y  O xf or d Br o o k es  U ni v ersit y.
A c k n o wl e d g m e nt s

T h e a ut h ors t h a n k t h e  O xf or d Br o o k es  U ni v ersit y  C e ntr e

f or Bi oi m a gi n g.
C o n fl i ct  of i nt er e st

T h e a ut h ors d e cl ar e t h at t h e r es e ar c h  w as c o n d u ct e d i n t h e

a bs e n c e of a n y c o m m er ci al or fi n a n ci al r el ati o ns hi ps t h at c o ul d

b e c o nstr u e d as a p ot e nti al c o n fl i ct of i nt er est.
Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 1 1
P u bli s h er ’s  n ot e

All cl ai ms e x pr ess e d i n t his arti cl e ar e s ol el y t h os e of t h e

a ut h ors a n d d o n ot n e c ess aril y r e pr es e nt t h os e of t h eir af fi li at e d

or g a ni z ati o ns, or t h os e of t h e p u blis h er, t h e e dit ors a n d t h e

r e vi e w ers.  A n y pr o d u ct t h at  m a y b e e v al u at e d i n t his arti cl e, or

cl ai m t h at  m a y b e  m a d e b y its  m a n uf a ct ur er, is n ot g u ar a nt e e d

or e n d ors e d b y t h e p u blis h er.
S u p pl e m e nt ar y  m at eri al

T h e S u p pl e m e nt ar y  M at eri al f or t his arti cl e c a n b e f o u n d

o nli n e at: htt p s:// w w w.f r o nti e r si n. o r g/ a rti cl e s/ 1 0. 3 3 8 9/

f pls. 2 0 2 2. 1 0 1 0 5 6 9/f ull #s u p pl e m e nt ar y- m at eri al

S U P P L E M E N T A R Y FI G U R E 1

Vi d e o t o b a c c o tr a n si e ntl y e x pr e s si n g  G F P - H D E L a n d S T - m R F P.

S U P P L E M E N T A R Y FI G U R E 2

( A,  B) Vi d e o s  Ar a bi d o p si s st a bl y tr a n sf or m e d  wit h  G F P - H D E L a n d

S T - m R F P.
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A b st r a ct

Pl a nt c ell s ar e a c a p a bl e s y st e m f or pr o d u ci n g e c o n o mi c all y a n d t h er a p e uti c all y

i m p ort a nt pr ot ei n s f or a v ari et y of a p pli c ati o n s, a n d ar e c o n si d er e d a s af er pr o-

d u cti o n s y st e m t h a n s o m e e xi sti n g h o st s s u c h a s b a ct eri a or y e a st s.  H o w e v er,

pl a nt s d o n ot p erf or m pr ot ei n  m o difi c ati o n s i n t h e s a m e  m a n n er a s  m a m m ali a n

c ell s d o.  T hi s c a n i m p a ct o n pr ot ei n f u n cti o n alit y f or pl a nt- pr o d u c e d h u m a n

t h er a p e uti c s.  T hi s o b st a cl e c a n b e o v er c o m e b y cr e ati n g a pl a nt- b a s e d s y st e m

c a p a bl e of ‘ h u m a ni si n g’ pr ot ei n s of i nt er e st r e s ulti n g i n a gl y c o s yl ati o n pr ofil e of

s y nt h eti c pl a nt- pr o d u c e d pr ot ei n s a s it  w o ul d o c c ur i n  m a m m ali a n s y st e m s.

F or t hi s, t h e h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s ( H u G E s) i n v ol v e d i n  N-li n k e d

gl y c o s yl ati o n  N- a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e I V a n d  V ( G N TI V a n d  G N T V), β -

1, 4- g al a ct o s yltr a n sf er a s e ( B 4 G A L T1), a n d α - 2, 6- si al yltr a n sf er a s e ( S T 6 G A L)  w er e

e x pr e s s e d i n pl a nt c ell s.  F or t h e s e e n z y m e s t o c arr y o ut t h e st e p wi s e gl y c o s yl ati o n

f u n cti o n s, t h e y n e e d t o l o c ali s e t o l at e  G ol gi b o d y ci st er n a e.  T hi s  w a s a c hi e v e d

b y a pr ot ei n t ar g eti n g str at e g y of r e pl a ci n g t h e  m a m m ali a n  G ol gi t ar g eti n g

d o m ai n s ( C yt o pl a s mi c- Tr a n s m e m br a n e- St e m ( C T S) r e gi o n s)  wit h pl a nt- s p e cifi c

o n e s.  U si n g hi g h-r e s ol uti o n a n d d y n a mi c c o nf o c al  mi cr o s c o p y,  w e s h o w t h at

G N TI V a n d  G N T V  w er e s u c c e s sf ull y t ar g et e d t o t h e  m e di al- G ol gi ci st er n a e  w hil e

S T 6 G A L a n d  B 4 G A L T1  w er e t ar g et e d t o tr a ns-G ol gi ci st er n a e.

Pl a nt c ell s ar e a pr o mi si n g s y st e m t o pr o d u c e h u m a n t h er a p e uti c s f or e x a m-

pl e pr ot ei n s u s e d i n e n z y m e r e pl a c e m e nt t h er a pi e s. Pl a nt s c a n pr o vi d e s af er

a n d c h e a p er alt er n ati v e s t o e xi sti n g e x pr e s si o n s y st e m s s u c h a s  m a m m ali a n c ell

c ult ur e, b a ct eri a or y e a st.  A n i m p ort a nt f a ct or f or t h e f u n cti o n alit y of t h er a p e u-

ti c pr ot ei n s t h o u g h ar e pr ot ei n  m o difi c ati o n s s p e cifi c t o h u m a n c ell s.  H o w e v er,

pl a nt s d o n ot p erf or m pr ot ei n  m o difi c ati o n s i n t h e s a m e  m a n n er a s h u m a n c ell s

d o.  T h er ef or e, pl a nt c ell s n e e d t o b e g e n eti c all y  m o difi e d t o  mi mi c h u m a n pr ot ei n

m o difi c ati o n s p att er n s.  T h e  m o difi c ati o n of i m p ort a n c e h er e, i s c all e d  N-li n k e d

gl y c o s yl ati o n a n d a d d s s p e cifi c s u g ar  m ol e c ul e s o nt o t h e pr ot ei n s.
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2 M c GI N N E S S e t  a l.

H er e  w e s h o w t h e e x pr e s si o n of f o ur h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s,  w hi c h ar e

r e q uir e d f or  N-li n k e d gl y c o s yl ati o n, i n pl a nt c ell s.

I n a d diti o n, a s t h e s e pr ot ei n  m o difi c ati o n s ar e c arri e d o ut i n c ell s r e s e m bli n g a

f a ct or y pr o d u cti o n li n e, it i s i m p ort a nt t h at t h e h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s

b e pl a c e d i n t h e c orr e ct c ell ul ar c o m p art m e nt s a n d i n t h e c orr e ct or d er.  T hi s i s

c arri e d o ut i n  G ol gi b o di e s.  G ol gi b o di e s ar e c o m p o s e d of s e v er al d efi n e d st a c k s

t er m e d cis -,  m e di al a n d tr a ns- G ol gi b o d y st a c k s.  F or c orr e ct pr ot ei n f u n cti o n,

t w o of t h e s e h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s n e e d t o b e pl a c e d i n t h e  m e di al-

G ol gi att a c k s a n d t h e ot h er t w o i n t h e tr a ns- G ol gi st a c k s.  U si n g hi g h-r e s ol uti o n

l a s er  mi cr o s c o p y i n li v e pl a nt c ell s,  w e s h o w h er e t h at t h e h u m a n gl y c o s yl ati o n

e n z y m e s ar e s e nt  wit hi n t h e c ell s t o t h e c orr e ct  G ol gi b o d y st a c k s.  T h e s e ar e fir st

st e p s t o  m o dif y pl a nt c ell s i n or d er t o pr o d u c e h u m a n t h er a p e uti c s.

K E Y W O R D S

c yt o pl a s mi c-tr a n s m e m br a n e- st e m r e gi o n s, gl y c o s yl ati o n,  G ol gi ci st er n a e, h u m a n gl y c o s yl ati o n

e n z y m e s

1 I N T R O D U C T I O N

1. 1 P r o d u cti o n of r e c o m bi n a nt  p r ot ei n s
i n  pl a nt s y st e m s

Pl a nt s y st e m s f or t h e pr o d u cti o n of r e c o m bi n a nt pr ot ei n

ar e a f a st- gr o wi n g i n d u str y.  M aj or b e n efit s of pl a nt- b a s e d

s y st e m s f or r e c o m bi n a nt pr ot ei n pr o d u cti o n ar e l o w- c o st,

s u st ai n a bl e s c al a bilit y, r eli a bl e st a bl e or tr a n si e nt e x pr e s-

si o n a n d fl e xi bilit y of g e n eti c  m o difi c ati o n. 1 T h e i n n at e

t ol er a n c e of  m a m m al s t o pl a nt pr ot ei n s, t hr o u g h e v er y-

d a y c o nt a ct a n d di et,  m a k e s pl a nt- pr o d u c e d t h er a p e uti c s

hi g hl y d e sir a bl e  w h e n c o m p ar e d t o t h o s e pr o d u c e d i n v e c-

t or s s u c h a s b a ct eri a, b e c a u s e of t h eir l a c k of a s u b st a nti al

i m m u n o g e ni c pr ofil e.1 Si mil arl y, y e a st a n d b a ct eri al s y s-

t e m s c a n g e n er at e hi g h ri s k i m m u n o g e ni c c o nt a mi n a nt s,

t h at i s, b a ct eri al li p o p ol y s a c c h ari d e s a n d t er mi n all y  m a n-

n o s yl at e d gl y c a n str u ct ur e s; t h e s e ar e a ri s k f a ct or f or

t h er a p e uti c a p pli c ati o n s a s t h e y c a n tri g g er d etri m e nt al

i m m u n e r e s p o n s e s i n p ati e nt s.2

Pl a nt- b a s e d pl atf or m s b e gi n t o c h all e n g e e xi sti n g,  w ell-

d e v el o p e d  m a m m ali a n a n d b a ct eri al s y st e m s, a s i n d u s-

tr y b e gi n s t o s e e t h e e c o n o mi c a n d bi ol o gi c al a d v a n-

t a g e s of bi o p h ar mi n g.2 T h er a p e uti c p ot e nti al f or pl a nt-

m a n uf a ct ur e d pr ot ei n s h a s r e al- w orl d d e m o n str ati o n s

of eff e cti v e n e s s, i n cl u di n g p a n d e mi c r e s p o n s e c a p a bil-

it y of t o b a c c o- m a n uf a ct ur e d t h er a p e uti c s f or t h e 2 01 4

E b ol a o ut br e a k, 3 t o t h e fir st pl a nt- m a n uf a ct ur e d e n z y m e

r e pl a c e m e nt t h er a p y of r e c o m bi n a nt T ali gl u c er as e alf a

t h er a p y, utili s e d f or  G a u c h er’s di s e a s e a n d pr o d u c e d i n

c arr ot c ell c ult ur e. 4 Pr ot ei n s of c o m m er ci al i nt er e st, s u c h

a s a nti b o di e s a n d e n z y m e s, fr e q u e ntl y r e q uir e e xt e n si v e

a n d s p e cifi c p o sttr a n sl ati o n al  m o difi c ati o n i n or d er t o

b e f u n cti o n al or t h er a p e uti c all y eff e cti v e.  L y s o s o m al a ci d

li p a s e, a r e c o m bi n a nt pr ot ei n f or e n z y m e r e pl a c e m e nt

t h er a p y i n li pi d st or a g e di s or d er s, a n d i m m u n o gl o b uli n s

(I g A, I g M, I g E a n d I g G) ar e e vi d e n c e of t h e r e q uir e m e nt

f or c orr e ct pr ot ei n s y nt h e si s a s  w ell a s p o sttr a n sl ati o n al

m o difi c ati o n, a n d h a v e  m ulti pl e  N-li n k e d gl y c o s yl ati o n

sit e s. Pl a nt s y st e m s c a n p erf or m i m p ort a nt p o sttr a n sl a-

ti o n al  m o difi c ati o n s s u c h a s  N-li n k e d gl y c o s yl ati o n b ut

d o n ot g e n er at e t h e s a m e l at e  G ol gi gl y c a n  m o difi c ati o n s

t h at o c c ur i n  m a m m ali a n  N- gl y c o s yl ati o n, l a c ki n g k e y

m a m m al- s p e cifi c  m otif s.

1. 2 N-li n k e d gl y c o s yl ati o n f o r
f u n cti o n al t h e r a p e uti c  p r ot ei n s

N-li n k e d gl y c o s yl ati o n r ef er s t o t h e st e p wi s e e n z y m ati c

att a c h m e nt of s u g ar  m oi eti e s o nt o s p e cifi c a s p ar a gi n e

r e si d u e s r e si di n g o n s y nt h e si s e d pr ot ei n 5 a n d h a s a str o n g

i m p a ct o n pr ot ei n l o c ali s ati o n a n d f u n cti o n.6 T h e c o m p o-

siti o n of gl y c o s yl ati o n e n z y m e s i n pl a nt a n d  m a m m ali a n

s y st e m s i s c o m p ar a bl e i n t h e e arl y st a g e s of  N- gl y c a n

c h ai n g e n er ati o n i n t h e cis - G ol gi ci st er n a e, b ut diff er s

i n t h e e n z y m e s pr e s e nt i n t h e l at e  m e di al/tr a ns- G ol gi 7, 8

( Fi g ur e 1).  N- a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e s ( G n Ts;  G n TI,

G n TII,  G n TI V a n d  G n T V) u s e  Uri di n e di p h o s p h at e- N -

a c et yl gl u c o s a mi n e ( U D P- Gl c N A c) i n or d er t o tr a n sf er

N- a c et yl gl u c o s a mi n e o nt o v ari o u s p oi nt s of t h e d e v el o pi n g

gl y c a n str u ct ur e, o nt o  w hi c h f urt h er s p e cifi c g al a ct o s yl a-

ti o n i s p erf or m e d b y  B 4 G A L T1, a n d fi n al si ali c a ci d c a p pi n g

of t h e gl y c a n str u ct ur e b y S T 6 G A L ( Fi g ur e 1).9 T h e f or m er
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M c GI N N E S S e t  a l. 3

si ali c a ci d

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

Pl a nt- s p e cifi c
N- gl y c a n

p r o c e s si n g

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

Pl a nt- e n gi n e er e d
N- gl y c a n

p r o c e s si n g

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

Si m plifi e d  m a m m ali a n-
t y p e

N- gl y c a n  pr o c e s si n g

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

A s n

S T

B 4 G A L T 1

G N TI V/ V

F U T 8

G n TII

G MII

G n TI

G MI

S T 6 G A L

B 4 G A L T 1

G N TI V/ V

G n TII

G MII

G n TI

M N S 1/ 2

G A L T 1

F U T 1 1/ 1 2

X yl T

G n TII

G MII

G n TI

M N S 1/ 2

F U T 1 3

A s n

A s n

A s n

A s n

ci s

m e di al

t r a n s

g al a ct o s e f u c o s e  Gl c N A c  m a n n o s e x yl o s e

F I G U R E  1 C o m p ari s o n of pl a nt a n d  m a m m ali a n  N-li n k e d gl y c o s yl ati o n a n d  m o difi c ati o n s r e q uir e d f or h u m a ni si n g pl a nt  N-li n k e d

gl y c o s yl ati o n.  R e q uir e d  m o difi c ati o n s t o t h e pl a nt s y st e m i n t er m s of i n s erti o n of  m a m m ali a n e n z y m e s a n d t h eir r e s ult a nt gl y c a n str u ct ur e s

ar e hi g hli g ht e d i n t h e gr e e n b o x o n t h e ri g ht h a n d si d e.  E n z y m e s ar e c ol o ur- c o d e d f or l o c ali s ati o n i n cis - G ol gi ci st er n a e ( or a n g e),

m e di al- G ol gi ci st er n a e ( p ur pl e) a n d tr a ns- G ol gi ci st er n a e ( m a g e nt a).  M N S: α - m a n n o si d a s e,  G n T:  N- a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e,  X yl T:

β -1, 2- x yl o s yltr a n sf er a s e,  F U T11/1 2: α − 1, 3-f u c o s yltr a n sf er a s e,  G A L T1: β -1, 3- g al a ct o s yltr a n sf er a s e,  F U T1 3: α − 1, 4-f u c o s yltr a n sf er a s e.  M o difi e d

fr o m  R ef. (8 ). S y m b ol n o m e n cl at ur e f or gr a p hi c al r e pr e s e nt ati o n of gl y c a n s i s b a s e d o n. 1 7

st e p s ( G n TI a n d  G n TII) ar e c o n s er v e d b et w e e n pl a nt s a n d

m a m m ali a n c ell s ( Fi g ur e 1),  w hil e t h e l att er a n d s u b s e-

q u e nt st e p s r e s p o n si bl e f or t h e br a n c hi n g (f or m ati o n of tri-

a n d t etr a- a nt e n n ar y gl y c a n s) a n d e n d-t er mi n al si al yl ati o n

( G N TI V,  G N T V,  B 4 G A L T1 a n d S T 6 G A L) ar e n ot pr e s e nt

i n pl a nt s a n d  m u st b e i ntr o d u c e d f or si ali c a ci d c a p pi n g t o

o c c ur. 9

W hil e n ati v e pl a nt s e n z y m e s c a n f u n cti o n all y  N-

gl y c o s yl at e e x pr e s s e d h et er ol o g o u s h u m a n pr ot ei n s, t h e y

d o n ot p o s s e s s t h e l at e  G ol gi e n z y m e s r e q uir e d f or t h e

g e n er ati o n of a  m ulti a nt e n n ar y  N- gl y c a n c h ai n  wit h

e n d-t er mi n al si ali c a ci d c a p pi n g,  w hi c h i s t h e r e q uir e d

str u ct ur e of  m a m m ali a n  N- gl y c a n s.  A d a pt ati o n of t h e

pl a nt  m a c hi n er y t o pr o d u c e h u m a n gl y c a n p att er n s

r e q uir e s t h e a d diti o n of  m a m m ali a n e n z y m e s  G N TI V

a n d  G N T V ( N- a c et yl gl u c o s a mi n yltr a n sf er a s e I V a n d  V),

B 4 G A L T1 ( β -1, 4- g al a ct o s yltr a n sf er a s e), a n d S T 6 G A L (α -

2, 6- si al yltr a n sf er a s e), a n d p ot e nti all y d o w nr e g ul ati o n of

t h e pl a nt e n z y m e s  X yl T (β -1, 2- x yl o s yltr a n sf er a s e),  F U T11

a n d  F U T1 2 ( α -1, 3-f u c o s yltr a n sf er a s e s) t o a v oi d i nt er-

f er e n c e  wit h pl a nt gl y c o s yl ati o n p att er n s.  T h e pl a nt

e n z y m e s t o b e r e pl a c e d or o ut c o m p et e d ar e l o c at e d i n

t h e  m e di al/tr a ns- G ol gi, h e n c e  G N TI V,  G N T V, S T 6 G A L

a n d  B 4 G A L T1 s h o ul d al s o t o b e t ar g et e d t o  m e di al/ tr a ns-

G ol gi ci st er n a e f or eff e cti v e e n z y m ati c f u n cti o n o n  N-

gl y c a n i nt er m e di at e s 8 a s t h eir a cti vit y i s s e q u e nti al a n d

f oll o w s t h e a cti vit y of t h e e n z y m e s i n t h e ci s- G ol gi

ci st er n a e.
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4 M c GI N N E S S e t  a l.

I n pl a nt  G ol gi b o di e s, t hi s gl y c o s yl ati o n  m a c hi n-

er y diff er s fr o m t h e  m a m m ali a n e q ui v al e nt, a n d s o

i s i n c a p a bl e of pr o d u ci n g s p e cifi c  m a m m ali a n gl y c o-

m otif s a n d a  m a m m ali a n-t y p e gl y c o s yl ati o n pr ofil e

( Fi g ur e 1).6 – 8 T h e diff er e n c e s b et w e e n pl a nt a n d  m a m-

m ali a n  N- gl y c o s yl ati o n  m a c hi n er y i s of i m p ort a n c e f or t h e

e x pr e s si o n of  m a m m ali a n pr ot ei n s a s  m a n y e c o n o mi c all y

i m p ort a nt r e c o m bi n a nt pr ot ei n s ar e b ei n g gl y c o s yl at e d.1 0

F or e x a m pl e, a b s e n c e of t er mi n al si ali c a ci d si g nifi c a ntl y

r e d u c e s pl a s m a h alf-lif e i n s u bj e ct t e sti n g, a n d i s e s s e nti al

i n  m a n y dr u g s f or o pti m al t h er a p e uti c p ot e n c y, a s a b s e n c e

w o ul d si g nifi c a ntl y di mi ni s h t h er a p e uti c eff e cti v e n e s s

of tr e at m e nt. 5 F or e x a m pl e, t h e a b s e n c e of c o m pl e x  N-

gl y c a n s i n a n a ntir a bi e s  m o n o cl o n al a nti b o d y pr o d u c e d i n

pl a nt s y st e m s r e d u c e s it s effi c a c y b y di mi ni s hi n g pl a s m a

h alf-lif e. 11 F urt h er m or e t h e i ntr o d u cti o n or a m plifi c ati o n

of k e y  m a m m ali a n gl y c a n s c a n si g nifi c a ntl y i m pr o v e

pl a s m a h alf-lif e f or t h er a p e uti c pr ot ei n s  w hi c h h a s b e e n

s h o w n f or e x a m pl e i n a  m o difi e d er yt hr o p oi eti n  wit h

e n h a n c e d e n d-t er mi n al si al y ati o n. 1 2

O v er all, gl y c ol- e n gi n e eri n g i n pl a nt s h a s b e e n s h o w n

t o b e p o s si bl e. Pr o d u cti o n of  m a m m ali a n gl y c a n  m oti v e s

i n pl a nt s c a n b e a c hi e v e d b y t h e t ar g et e d h et er ol o g o u s

e x pr e s si o n of  m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s. 6,1 3 E ar-

li er st u di e s d e m o n str ati n g t h at a  m a m m ali a n gl y c o s yl-

tr a n sf er a s e c a n c o n v ert  N- gl y c a n s i n pl a nt s i n a si mil ar

w a y a s i n h u m a n c ell s 1 4,1 5 p a v e d t h e  w a y f or r e c o n str u ct-

i n g  m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n p at h w a y s i n pl a nt s y st e m s.

F or e x a m pl e, t h e si m ult a n e o u s o v er e x pr e s si o n of si x  m a m-

m ali a n gl y c o s yl ati o n pr ot ei n s i n N. b e nt h a mi a n a r e s ult e d

i n t h e s y nt h e si s of t h e a cti v at e d si ali c a ci d a n d i n pl a nt a

pr ot ei n si al yl ati o n. 1 6

T o h u m a ni s e pl a nt gl y c o s yl ati o n p att er n s i n or d er t o pr o-

d u c e e c o n o mi c all y a n d t h er a p e uti c all y i m p ort a nt pr ot ei n s,

i n s erti o n of t h e h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s ( H u G E s)

G N TI V a n d  G N T V,  B 4 G A L T1 a n d S T 6 G A L i nt o t h e l at e

G ol gi ci st er n a e i s r e q uir e d.  Eff e cti v e n e s s of e n z y m e k n o c k-

i n str at e gi e s  will b e d e p e n d e nt o n c orr e ct l o c ali s ati o n

wit hi n t h e pl a nt  G ol gi b o d y t o t h e  m e di al a n d tr a ns-

G ol gi ci st er n a e r e s p e cti v el y,  w hi c h c a n b e e v al u at e d  wit h

hi g h-r e s ol uti o n c o nf o c al d y n a mi c i m a gi n g.

1. 3 Gl y c o s yl ati o n e n z y m e  di st ri b uti o n
i n  pl a nt  G ol gi st a c k s

N-li n k e d gl y c o s yl ati o n i n pl a nt s o c c ur s  wit hi n t h e  G ol gi

b o di e s,  w hi c h i s a si g nifi c a nt sit e of pr ot ei n, li pi d a n d

p ol y s a c c h ari d e s y nt h e si s a s  w ell a s gl y c o m o difi c ati o n

wit hi n t h e pl a nt c ell, a n d s o a f o c al p oi nt f or pr o d u cti o n

of r e c o m bi n a nt pr ot ei n s. 8,1 8 I n c o ntr a st t o t h e i m m o bil e,

p eri n u cl e ar  G ol gi b o d y f o u n d i n  m a m m ali a n c ell s,  G ol gi

b o di e s i n hi g h er pl a nt s ar e di s cr et e st a c k s t h at c a n n u m-

F I G U R E  2 S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of s u b or g a n ell ar

or g a ni s ati o n of t h e pl a nt  G ol gi b o d y ci st er n a e,  wit h r el e v a nt

ci st er n a e- s p e cifi c  m ar k er s c ol o ur- c o d e d.  Or a n g e = cis- G ol gi

t ar g eti n g ( M N S1,  C T S of  G ol gi-α - m a n n o si d a s e I), P ur pl e =

m e di al- G ol gi t ar g eti n g ( M U R 3,  C T S of β -1, 2- g al a ct o s yltr a n sf er a s e),

M a g e nt a = tr a ns-G ol gi t ar g eti n g ( S T,  C T S of R att us n or v e gi c us

α - 2, 6- si al yl tr a n sf er a s e;  F U T1 3,  C T S of α -1, 4-f u c o s yltr a n sf er a s e).

b er s e v er al h u n dr e d p er c ell a n d ar e e xtr e m el y  m o bil e

t hr o u g h o ut t h e c yt o pl a s m.1 9 T h e b a si c str u ct ur e of t h e

i n di vi d u al  G ol gi b o d y ( Fi g ur e 2 ) i s a st a c k of di s c-li k e

ci st er n a e c h ar a ct eri s e d b y or d eri n g  wit hi n t h e st a c k, t h e

cis- ci st er n a e a s t h e e ntr y p oi nt f or c ar g o e xiti n g t h e  E R,

t h e  m e di al- ci st er n a e a n d t h e tr a ns-ci st er n a e.  Fr o m t h e

tr a ns-ci st er n a e t h e pr o d u ct i s d eli v er e d t o t h e  Tr a n s  G ol gi

N et w or k  m e di ati n g i ntr a c ell ul ar d eli v er y of  E R pr o d u ct s. 1 9

Pl a nt a n d h u m a n  G ol gi-r e si d e nt  N- gl y c o s yl ati o n

e n z y m e s ar e all t y p e II  m e m br a n e pr ot ei n s, e a c h p o s-

s e s si n g at t h e  N-t er mi n al r e gi o n a s h ort c yt o pl a s mi c

d o m ai n, a tr a n s m e m br a n e d o m ai n, a n d a st e m r e gi o n

( C T S r e gi o n).  T h e  C T S r e gi o n i s r e s p o n si bl e b ot h f or

ori e nt ati o n of t h e e n z y m e’s c at al yti c d o m ai n i n t h e  G ol gi

l u m e n, a n d pr o vi di n g s u b- G ol gi l o c ali s ati o n, off eri n g a n

e x pl a n ati o n t o t h e n o n- u nif or m di stri b uti o n of gl y c o s y-

l ati o n e n z y m e s i n t h e  G ol gi.2 0 E xi sti n g  m ar k er s ( M N S1

f or cis - G ol gi ci st er n a e21, 2 2 a n d S T f or  m e di al/ tr a ns- G ol gi

ci st er n a e 2 3 ) c o n si st of fl u or o p h or e f u si o n s t o r e s p e cti v e

C T S d o m ai n s, pr o vi di n g ci st er n a e- s p e cifi c l o c ali s ati o n a s

a c o m p ari s o n  wit h t h e pl a nt- s p e cifi c  C T S d o m ai n s  M U R 3,

F U T1 3 2 4 ( Fi g ur e 2 ).  T h e u s e of e n d o g e n o u s pl a nt  C T S

d o m ai n s c a n alt er t h e l o c ali s ati o n of h u m a n gl y c o s yl ati o n

e n z y m e s ( H u G E s), t hr o u g h f u si o n of a  H u G E c at al yti c

r e gi o n  wit h a pl a nt  C T S dir e ct e d t o t h e r el e v a nt s u b- G ol gi

c o m p art m e nt. 1 3
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M c GI N N E S S e t  a l. 5

F I G U R E  3 E x a m pl e c o nf o c al i m a g e s f or u n m o difi e d  H u G E s. ( A)  G N TI V- C L V R, ( B)  B 4 G A L T1- C L V R, ( C)  G N T V- C L V R, ( D)

S T 6 G A L- C L V R ( gr e e n) at 3 d a y s p o sti nfiltr ati o n al o n g si d e t h e cis - G ol gi  m ar k er  M N S1- m R F P ( m a g e nt a).  R e pr e s e nt ati v e i m a g e s ar e s h o w n.

Si z e b ar s = 1 µ m.

H er e  w e d e s cri b e t h e tr a n si e nt e x pr e s si o n a n d l o c ali s a-

ti o n of h u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s ( H u G E s) i n t o b a c c o

pl a nt s a s a  m o d el s y st e m,  wit h dir e ct e d l o c ali s ati o n t o

m e di al- a n d tr a ns- G ol gi b o d y ci st er n a e, r e s p e cti v el y. S u b-

or g a n ell ar l o c ali s ati o n t o  G ol gi b o d y ci st er n a e i s a n al-

y s e d u si n g hi g h-r e s ol uti o n li v e- c ell a n d d y n a mi c c o nf o c al

mi cr o s c o p y.

2 R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N

2. 1 U n m o difi e d  H u G E s e x p r e s s  w e a kl y
a n d  d o  n ot l o c ali s e s p e cifi c all y t o t h e  pl a nt
G ol gi b o d y

T o i n v e sti g at e l o c ali s ati o n of u n m o difi e d  H u G E s f e a-

t uri n g t h e  m a m m ali a n si g n al s e q u e n c e s i n pl a nt a

c o n str u ct s  w er e g e n er at e d f or  H u G E s, f u s e d t o a  C-

t er mi n al  C L O V E R ( C L V R) fl u or e s c e nt t a g a n d e x pr e s s e d

i n Ni c oti a n a t a b a c u m (t o b a c c o) l e af e pi d er m al c ell s

u si n g a gr o b a ct eri u m- m e di at e d pl a nt tr a n sf or m ati o n.  T o

e v al u at e l o c ali s ati o n,  H u G E s  w er e c o- e x pr e s s e d  wit h t h e

cis- G ol gi  m ar k er  M N S1- m R F P 2 5 ( Fi g ur e 3 ).  W e o b s er v e d

l o w l e v el s of e x pr e s si o n a n d pr ot ei n l o c ali s ati o n di d n ot

a p p e ar s p e cifi c t o t h e pl a nt  G ol gi b o di e s.  Wit h o ut  G ol gi-

s p e cifi c l o c ali s ati o n,  H u G E s ar e u nli k el y t o c orr e ctl y

gl y c o s yl at e pr ot ei n s, a n d s o  m et h o d s of t ar g eti n g  H u G E

l o c ali s ati o n  w er e e x pl or e d.

2. 2 A n al y si s of s u b c ell ul a r l o c ali s ati o n
of  m a m m ali a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s i n
t o b a c c o l e af c ell s

N-li n k e d gl y c o s yl ati o n r e q uir e s st e p wi s e a d diti o n of s u g ar

m oi eti e s at e a c h s e q u e nti al  G ol gi b o d y c o m p art m e nt.

T h er ef or e, i n di vi d u al gl y c o s yl ati o n e n z y m e s n e e d t o b e

l o c at e d i n s p e cifi c  G ol gi ci st er n a e t o a c c e s s s u b str at e a n d

a c hi e v e effi ci e nt gl y c o s yl ati o n. 2 6 I n or d er t o e st a bli s h eff e c-

ti v e gl y c a n pr o c e s si n g, it  w a s n e c e s s ar y t o d et er mi n e t h e

s u b- G ol gi l o c ali s ati o n of  H u G E s, a n d t o t ar g et t h e e n z y m e s

t o t h e l at e  G ol gi ci st er n a e.

H u G E s  w er e e x pr e s s e d a s fl u or e s c e nt pr ot ei n f u si o n s

i n t o b a c c o l e af e pi d er m al c ell s a n d t h eir l o c ali s ati o n t o
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6 M c GI N N E S S e t  a l.

F I G U R E  4 C o-l o c ali s ati o n of k n o w n pl a nt  G ol gi ci st er n a e  m ar k er s.  Li n e pr ofil e s f or fl u or e s c e nt i nt e n sit y a n al y si s a cr o s s a  G ol gi b o d y,

wit h k n o w n  m ar k er s ( A)  M N S1- e G F P + S T- m R F P l o c ali s e d t o s e p ar at e  G ol gi b o d y ci st er n a e t o d e m o n str at e t h e di st a n c e b et w e e n p e a k s, or ( B)

M N S1- e G F P + M N S1- m R F P d o u bl e  m ar k er s f or t h e s a m e  G ol gi b o d y ci st er n a i n t w o c ol o ur s t o d e m o n str at e o v erl a p of e x pr e s si o n  wit hi n o n e

G ol gi b o d y ci st er n a.  E x a m pl e c o nf o c al i m a g e s a n d gr a p h s ar e r e pr e s e nt ati v e f or t h e d at a s et. Si z e b ar s = 1 µ m.

G ol gi ci st er n a e d et er mi n e d u si n g st ati sti c al li n e pr ofil e

a n al y si s of fl u or e s c e n c e i nt e n sit y f or l o c ali s ati o n a n al-

y si s of cl o s el y a s s o ci at e d pr ot ei n s. 2 7 F or t hi s a p pr o a c h,

G ol gi ci st er n a e  w er e i m a g e d i n si d e pr ofil e s h o wi n g t h e

di stri b uti o n of  H u G E s a cr o s s t h e  G ol gi b o d y ci st er n a e.

A n al y si s of cis- a n d  m e di al/ tr a ns-G ol gi  m ar k er s ( M N S1-

e G F P + S T- m R F P) pr o vi d e d a r el ati v e b a s eli n e f or t h e

m a xi m u m di st a n c e b et w e e n  G ol gi ci st er n a e ( Fi g ur e 4 A ),

w h e n c o m p ar e d t o  m ar k er s  w hi c h l o c ali s e t o t h e s a m e

G ol gi b o d y ci st er n a ( M N S1- e G F P  wit h  M N S1- m R F P;

Fi g ur e 4 B ).

H u G E s  w er e c o- e x pr e s s e d  wit h b ot h t h e cis- G ol gi

m ar k er  M N S1 a n d t h e  m e di al/ tr a ns- G ol gi  m ar k er S T s e p-

ar at el y ( Fi g ur e 5 A ) t o d et er mi n e t h eir l o c ali s ati o n  wit hi n

t h e  G ol gi st a c k.  M ar k er s f or s p e cifi c  G ol gi ci st er n a e

w er e u s e d a s c o ntr ol a n d a st ati sti c al a n al y si s  w a s c ar-

ri e d o ut ( Fi g ur e 5 B ).  C o- e x pr e s si o n of  M N S1- e G F P  wit h

M N S1- m R F P r e pr e s e nt e d c o-l o c ali s ati o n i n t h e s a m e  G ol gi

b o d y ci st er n a e a n d s h o w e d a di st a n c e b et w e e n t h e  m a x-

i m u m p e a k i nt e n siti e s of 1 8.1 ± 8. 2 n m.  C o- e x pr e s si o n of

t h e cis - G ol gi  m ar k er  M N S1- e G F P a n d t h e  m e di al/tr a ns-

G ol gi  m ar k er S T- m R F P 2 8, 2 9 s h o w e d a di st a n c e b et w e e n

m a xi m u m p e a k i nt e n siti e s of 1 21. 6 ± 1 2. 4 n m,  w hi c h

w a s c o n si d er e d a s l o c ali s ati o n t o diff er e nt  G ol gi b o d y

ci st er n a e.

Li n e pr ofil e s g e n er at e d a cr o s s pl a nt  G ol gi b o di e s f or

all n ati v e  H u G E s ( Fi g ur e 5 ) i n di c at e d a l o w l e v el of

fl u or e s c e n c e c o m p ar e d t o t h e c o- e x pr e s s e d  m ar k er c o n-

tr ol  M N S1- m R F P.  M e di al- G ol gi  H u G E s  G N TI V- C L V R a n d

G N T V- C L V R ( Fi g ur e 5 ) d e m o n str at e d si mil ar di st a n c e s

b et w e e n  m a xi m u m p e a k s of i nt e n sit y  w h e n e x pr e s s e d

al o n g si d e  M N S1- m R F P a n d S T- m R F P (r a n gi n g fr o m 2 3 t o

3 9 n m p e a k di st a n c e).  T hi s i n di c at e s l o c ali s ati o n t o b ot h

e arl y a n d l at e  G ol gi ci st er n a e  wit h o ut t h e r e q uir e d s p e-

cifi c l o c ali s ati o n t o t h e l at e  G ol gi. Tr a ns - G ol gi  H u G E s al s o

s h o w e d u n s p e cifi c  G ol gi ci st er n a e l o c ali s ati o n;  B 4 G A L T1-

C L V R a n d S T 6 G A L- C L V R ( Fi g ur e 5 ) d e m o n str at e d si mil ar

di st a n c e b et w e e n p e a k s  wit h  M N S1- m R F P a n d S T- m R F P

(r a n g e 2 9 – 41 n m).

T h e l a c k of tr a ns- G ol gi- s p e cifi c l o c ali s ati o n f or S T 6 G A L

w a s e s p e ci all y s ur pri si n g a s t h e  C T S r e gi o n s of h u m a n

S T 6 G A L a n d t h e  m ar k er ( R att us n or v e gi c us ) S T ar e hi g hl y

c o n s er v e d. 2 0, 3 0 P ot e nti al e x pl a n ati o n s c o ul d b e diff er e n c e s

d u e t o t h e l o w e x pr e s si o n l e v el s, a n i m p a ct of t h e S T 6 G A L

c at al yti c d o m ai n o n t h e l o c ali s ati o n, or t h e pr e s e n c e of

s o m e s p e cifi c a mi n o a ci d c h a n g e s i n t h e  C T S t h at c o ul d

aff e ct t h e l o c ali s ati o n.

Wit h all f o ur  H u G E s s h o wi n g n o s p e cifi c l o c ali s a-

ti o n t o l at e  G ol gi ci st er n a e a s r e q uir e d f or c orr e ct  N-

gl y c o s yl ati o n t o o c c ur, e n d o g e n o u s pl a nt si g n al s t o b ot h
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C o ntr ol s
c o-l o c ali s ati o n

( +) (-)

( A

( C)

) H u G E s + M N S 1- m R F P ( B)  H u G E s +  S T- m R F P

F I G U R E  5 C o-l o c ali s ati o n li n e pr ofil e a n al y si s of u n m o difi e d  H u G E s. ( A)  E x a m pl e i m a g e s a n d a n al y si s f or st ati sti c al li n e pr ofil e

a n al y si s of di st a n c e s b et w e e n p e a k fl u or e s c e nt i nt e n sit y f or  G N TI V- C L V R,  G N T V- C L V R,  B 4 G A L T1- C L V R, S T 6 G A L- C L V R ( gr e e n),  wit h

cis - G ol gi  m ar k er  M N S1 or ( B)  m e di al/tr a ns- G ol gi b o d y  m ar k er S T- m R F P, r e s p e cti v el y ( m a g e nt a). ( C) P e a k di st a n c e a n al y si s gr a p h s s h o wi n g

c o ntr ol s f or c o-l o c ali s ati o n i n t h e s a m e  G ol gi ci st er n a e ( M N S1- e G F P + M N S1- m R F P,  w hit e b ar) a n d f or l o c ali s ati o n i n diff er e nt  G ol gi ci st er n a e

( M N S1- e G F P+ S T- m R F P, bl a c k b ar) a s  w ell a s c o m p ari s o n of t h e f o ur  H u G E s ( m e di al  H u G E s i n p ur pl e a n d tr a ns- G ol gi  H u G E s i n  m a g e nt a)

wit h t h e r e s p e cti v e  m ar k er s  M N S1- m R F P a n d S T- m R F P.  R e pr e s e nt ati v e i m a g e s ar e s h o w n.  R e s ult s s h o w n fr o m n = 3 bi ol o gi c al r e pli c a s a n d

> 1 2 t e c h ni c al r e p e at s f or e a c h c o m bi n ati o n. Si z e b ar s = 1 µ m.
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ci s- G ol gi

t r a n s- G ol gi

m e di al- G ol gi

Pr o gr e s si o n of
bi o s y nt h eti c
E R pr o d u ct s

G ol gi b o d y

Pr o d u ct fr o m  E R

Pl a nt
t ar g eti n g
d o m ai n

H u G E s

S T 6 G A L
F U T 1 3

G N TI V

B 4 G A L T 1

G N T V

M U R 3

C T S M a m m ali a n c at al yti c d o m ai n ( H u G E)

C T S Pl a nt c at al yti c d o m ai n ( e n d o g e n o u s)

C yt o pl a s mi c
d o m ai n

St e m
r e gi o n

Tr a n s m e m br a n e
d o m ai n

M a m m ali a n c at al yti c d o m ai n ( H u G E)C T S

( A)

( B)

F I G U R E  6 S c h e m ati c di a gr a m of  H u G E t ar g eti n g a p pr o a c h. ( A)  H u G E t ar g eti n g a p pr o a c h i n r el ati o n t o  G ol gi b o d y str u ct ur e.  Ci st er n a e

l o c ali s ati o n i s c ol o ur- c o d e d (cis = or a n g e,  m e di al = p ur pl e, tr a ns = m a g e nt a).  T h e r e q uir e d l o c ali s ati o n of t h e  H u G E s a n d t h e pl a nt  C T S u s e d

f or t ar g eti n g ar e i n di c at e d:  M U R 3- C T S t o t ar g et  G N TI V a n d  G N T V t o  m e di al- G ol gi ci st er n a e;  F U T1 3- C T S t o t ar g et  B 4 G A L T1 a n d S T 6 G A L t o

tr a ns- G ol gi ci st er n a e. ( B) Pr ot ei n e n gi n e eri n g a p pr o a c h f or  m o difi e d  C T S- H u G E c o n str u ct s o utli ni n g d o m ai n s w a p s b et w e e n  m a m m ali a n

a n d pl a nt  C T S d o m ai n s.

i m pr o v e e x pr e s si o n l e v el s a n d s u b or g a n ell ar l o c ali s ati o n

w er e i n v e sti g at e d.

2. 3 M o dif yi n g  H u G E s s u b- G ol gi
l o c ali s ati o n  u si n g  pl a nt  C T S  d o m ai n s

As t y p e II  m e m br a n e pr ot ei n s, pl a nt a n d h u m a n gl y c o s y-

l ati o n e n z y m e s b ot h p o s s e s s a si n gl e p a s s si g n al- a n c h or

s e q u e n c e pr o vi d e d b y a s h ort  N-t er mi n al  C T S d o m ai n

of a b o ut 4 0 t o 7 0 a mi n o a ci d s  w hi c h pr o vi d e s s p e cifi c

s u b- G ol gi l o c ali s ati o n a n d t ar g et s t h e e n z y m e’s c at al yti c

s u b u nit t o t h e  G ol gi l u m e n. 2 5

Wit h t h e ai m t o a c hi e v e  G ol gi ci st er n a e- s p e cifi c

t ar g eti n g a n d t o u s e pl a nt- d eri v e d s e q u e n c e s,  H u G E s

w er e t ar g et e d i n pl a nt a u si n g t w o  C T S d o m ai n s fr o m

Ar a bi d o psis t h ali a n a r e si d e nt gl y c o s yl ati o n e n z y m e s:

a  M U R 3- C T S fr o m β -1, 2- g al a ct o s yltr a n sf er a s e a s t h e

m e di al- G ol gi t ar g eti n g d o m ai n a n d a  F U T1 3- C T S

fr o m α -1, 4-f u c o s yltr a n sf er a s e f or tr a ns- G ol gi t ar g et-

i n g ( Fi g ur e 6 A ).2 5 T h e  m a m m ali a n  C T S d o m ai n s  w er e

l o c at e d a n d r e pl a c e d  wit h t h e  Ar a bi d o p si s  C T S d o m ai n s

t o cr e at e t h e f oll o wi n g f u si o n pr ot ei n s:  M U R 3- G N TI V,

M U R 3- G N T V,  F U T1 3- B 4 G A L T1 a n d  F U T1 3- S T 6 G A L

( Fi g ur e 6 B ).

T h e  m o difi e d  H u G E c o n str u ct s  w er e c o- e x pr e s s e d  wit h

b ot h t h e cis- G ol gi  m ar k er  M N S1 a n d t h e  m e di al/ tr a ns-

G ol gi  m ar k er S T i n or d er t o a s s e s s t h eir s u b or g a n ell ar

l o c ali s ati o n ( Fi g ur e 7 ; S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e S1 ).  O v er-

all l o c ali s ati o n  w a s alt er e d f or  H u G E s p o s s e s si n g pl a nt

C T S d o m ai n s ( Fi g ur e 7 B ).  M U R 3- G N TI V di d n ot c o-

l o c ali s e  wit h  M N S1 ( m a xi m u m p e a k i nt e n sit y di st a n c e

9 3. 0 ± 21. 9 n m) b ut s h o w e d a cl o s er l o c ali s ati o n t o l at e

G ol gi  m ar k er S T- m R F P ( 5 0.1 ± 1 4. 4 n m).  M U R 3- G N T V

al s o di d n ot c o-l o c ali s e  wit h  M N S1 ( 9 5. 3 ± 2 2. 7 n m) b ut

s h o w e d str o n g c o-l o c ali s ati o n  wit h t h e l at e  G ol gi ci st er-

n a e ( S T- m R F P; 5 5. 9 ± 1 5. 7 n m).  T hi s i n di c at e d t h at t h e

M U R 3- H u G E s  w er e t ar g et e d t o l at e  G ol gi ci st er n a e.

Tr a ns - G ol gi  H u G E s  F U T1 3- B 4 G A L T1 a n d  F U T1 3-

S T 6 G A L al s o s h o w e d t ar g eti n g t o l at e  G ol gi ci st er n a e.
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( A)  M o difi e d  H u G E s +  M N S 1- m R F P ( B)  M o difi e d  H u G E s +  S T- m R F P

F I G U R E  7 C o-l o c ali s ati o n li n e pr ofil e a n al y si s f or  m o difi e d  H u G E s. ( A)  E x a m pl e i m a g e s a n d a n al y si s f or di st a n c e s b et w e e n p e a k

fl u or e s c e nt i nt e n siti e s f or  M U R 3- G N TI V- C L V R,  M U R 3- G N T V- C L V R,  F U T1 3- B 4 G A L T1- C L V R,  F U T1 3- S T 6 G A L- C L V R ( gr e e n),  wit h cis - G ol gi

m ar k er  M N S1- m R F P or ( B)  m e di al/ tr a ns- G ol gi b o d y  m ar k er S T- m R F P, r e s p e cti v el y ( m a g e nt a). ( C) P e a k di st a n c e a n al y si s gr a p h s s h o wi n g

c o ntr ol s f or c o-l o c ali s ati o n i n t h e s a m e  G ol gi ci st er n a e ( M N S1- e G F P + M N S1- m R F P,  w hit e b ar) a n d f or l o c ali s ati o n i n diff er e nt  G ol gi ci st er n a e

( M N S1- e G F P+ S T- m R F P, bl a c k b ar), a s  w ell a s c o m p ari s o n of t h e f o ur  H u G E s ( m e di al  H u G E s i n p ur pl e a n d tr a ns- G ol gi  H u G E s i n  m a g e nt a)

wit h t h e r e s p e cti v e  m ar k er s  M N S1- m R F P a n d S T- m R F P.  R e pr e s e nt ati v e i m a g e s ar e s h o w n.  R e s ult s s h o w n fr o m n = 4 bi ol o gi c al r e pli c a s a n d

> 4 0 t e c h ni c al r e p e at s f or e a c h c o m bi n ati o n. Si z e b ar s = 1 µ m. Si n gl e c h a n n el i m a g e s f or  Fi g ur e 7 ar e s h o w n i n S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e S1 .
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1 0 M c GI N N E S S e t  a l.

F U T1 3- B 4 G A L T1 di d n ot c o-l o c ali s e  wit h  M N S1 ( 9 3. 2 ±

21. 0 n m) b ut o v erl a p p e d str o n gl y  wit h S T- m R F P ( 21.1 ±

1 5. 8 n m).  F U T1 3- S T 6 G A L s h o w e d littl e c o-l o c ali s ati o n

wit h  M N S1 (1 0 0. 7 ± 2 7. 4 n m) b ut s h o w e d cl o s e l o c ali s ati o n

t o S T- m R F P ( 2 4.1 ± 1 3. 0 n m).  O v er all  M U R 3- H u G E s a n d

F U T1 3- H u G E s d e m o n str at e d  m or e di st a nt l o c ali s ati o n

fr o m t h e cis - G ol gi  m ar k er  M N S1- m R F P ( Fi g ur e 7 B ) t h a n

t h e n ati v e  H u G E s ( Fi g ur e 5 ). I nt er e sti n gl y, t h e  F U T1 3-

H u G E s d e m o n str at e d a cl o s er a s s o ci ati o n  wit h S T- m R F P

( Fi g ur e 7 F ) t h a n t h e  M U R 3- H u G E s.

T hi s i n di c at e d t h at l o c ali s ati o n t o  m e di al- a n d tr a ns-

G ol gi ci st er n a e c a n b e di sti n g ui s h e d b a s e d o n t h e di st a n c e

b et w e e n p e a k i nt e n siti e s of fl u or e s c e nt pr ot ei n f u si o n s,

d et er mi n e d b y st ati sti c al li n e pr ofil e a n al y si s.  T o f oll o w

t hi s u p  w e cr e at e d a d o u bl e  m ar k er c o n str u ct i nt e n d e d t o

l a b el t w o di sti n ct ci st er n a e of t h e pl a nt  G ol gi si m ult a n e-

o u sl y o n a si n gl e c o n str u ct.  T hi s c o n str u ct c o nt ai n e d t h e

C T S of t h e  m e di al  m ar k er  M U R 3 f u s e d t o a bl u e fl u or e s-

c e nt pr ot ei n ( m T a g B F P) f oll o w e d b y a n i nt ei n s e q u e n c e

a n d P 2 A s elf- cl e a vi n g p e pti d e s e q u e n c e 31, 3 2 a n d t h e  C T S

of t h e tr a ns- G ol gi  m ar k er  F U T1 3 f u s e d t o  m R F P.  T h e

u s a g e of i nt ei n s e q u e n c e a n d P 2 A all o w e d f or e x pr e s si o n

of t h e t w o  m ar k er s o n t h e s a m e pl a s mi d b ut  wit h  M U R 3-

C T S- m T a g B F P a n d  F U T1 3- C T S- m R F P b ei n g cl e a v e d i nt o

s e p ar at e pr ot ei n s, e n a bli n g e q u al st oi c hi o m etr y of  m ar k er

e x pr e s si o n i n t h e s a m e c ell  w hil e r e d u ci n g t h e n u m b er of

pl a s mi d s r e q uir e d f or tr a n sf or m ati o n s. S elf- cl e a vi n g p e p-

ti d e s s u c h a s P 2 A ar e s h ort vir u s- d eri v e d s e q u e n c e s  w hi c h

pr o d u c e cl e a v a g e of p ol y pr ot ei n s b y a ri b o s o m al s ki p pi n g

m e c h a ni s m d uri n g tr a n sl ati o n b et w e e n t h e l a st a n d s e c-

o n d t o l a st r e si d u e s i n t h e s e q u e n c e. 3 3 T h e i nt ei n s e q u e n c e

r e m o v e s s elf- cl e a vi n g p e pti d e r e si d u e s att a c h e d t o t h e

C-t er mi n u s of  M U R 3- C T S. 31

T h e  m o difi e d  H u G E s  F U T1 3- B 4 G A L T1- C L V R a n d

F U T1 3- S T 6 G A L- C L V R, r e s p e cti v el y,  w er e c o- e x pr e s s e d

wit h t h e s elf- cl e a vi n g p e pti d e c o n str u ct t o all o w f or

si m ult a n e o u s c o m p ari s o n  wit h b ot h a  m e di al- a n d a

tr a ns- G ol gi  m ar k er ( Fi g ur e 8 ; S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e

S 2 ).  F U T1 3- B 4 G A L T1- C L V R a n d  F U T1 3- S T 6 G A L- C L V R

s h o w e d a di st a n c e b et w e e n  m a xi m u m fl u or e s c e nt i nt e n-

siti e s  wit h t h e  m e di al  m ar k er  M U R 3 of 51. 3 ± 1 4. 4 n m

a n d 6 6. 4 ± 7. 3 n m, r e s p e cti v el y ( Fi g ur e 8 B a n d E ).  T h e s e

v al u e s ali g n e d cl o s el y  wit h t h e diff er e n c e b et w e e n t h e  C T S

d o m ai n  m ar k er s  M U R 3 a n d  F U T1 3 ( 61.1 ± 1 8. 7 n m a n d

6 9. 4 ± 1 4. 5 n m, r e s p e cti v el y;  Fi g ur e 8 A a n d E ). I n c o ntr a st

b ot h  F U T1 3- B 4 G A L T1- C L V R a n d  F U T1 3- S T 6 G A L- C L V R

c o-l o c ali s e d  m or e cl o s el y  wit h t h e tr a ns- G ol gi  m ar k er

F U T1 3 (1 7. 81 ± 1 0. 2 n m a n d 2 6. 7 ± 11. 8 n m, r e s p e cti v el y;

Fi g ur e 8 C a n d E ).  O v er all, t hi s a n al y si s s h o w e d t h at

F U T1 3- B 4 G A L T1- C L V R a n d  F U T1 3- S T 6 G A L- C L V R ar e

l o c at e d i n tr a ns- G ol gi ci st er n a e ( Fi g ur e 8 D a n d E ).

T o i n v e sti g at e if t h e t ar g eti n g i s s ol el y  C T S- d e p e n d e nt

or if t h e  m a m m ali a n l u m e n al p orti o n s c o ntri b ut e t o t h e

s u b or g a n ell ar l o c ali s ati o n,  w e a n al y s e d t h e  C T S d o m ai n s

of  M U R 3 a n d  F U T1 3 f u s e d t o fl u or e s c e nt pr ot ei n s ( M U R 3-

C T S- e G F P a n d  F U T1 3- C T S- e G F P; S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e

S 3 ).  F U T1 3- C T S- e G F P c o-l o c ali s e d  wit h S T- G F P ( di s-

t a n c e b et w e e n  m a xi m u m fl u or e s c e nt i nt e n siti e s of 21. 0 ±

1 4. 6 n m) b ut n ot  wit h  M N S1- e G F P ( di st a n c e b et w e e n  m a xi-

m u m fl u or e s c e nt i nt e n siti e s of 1 6 0. 4 ± 2 4. 8 n m; st ati sti c all y

si g nifi c a nt  wit h p < 0. 0 01).

T h e di st a n c e b et w e e n  m a xi m u m fl u or e s c e nt i nt e n si-

ti e s b et w e e n  M U R 3- C T S- e G F P a n d S T- G F P  w a s 8 0. 9 ±

1 9. 2 n m.  T h e di st a n c e b et w e e n  m a xi m u m fl u or e s c e nt

i nt e n siti e s b et w e e n  M U R 3- C T S- e G F P a n d  M N S1- e G F P

w a s 1 4 5. 5 ± 3 4. 9 n m ( st ati sti c all y si g nifi c a nt  wit h p <

0. 0 01).  T h e s e d at a ar e of i nt er e st, a s  M U R 3- C T S s e e m s t o

b e l e s s cl o s el y ali g n e d  wit h S T t h a n  F U T1 3- C T S.  T hi s i n di-

c at e s n ot o nl y a  m e a s ur a bl e s e p ar ati o n b et w e e n all t hr e e

G ol gi ci st er n a e b ut al s o t h at S T i s a ct u all y a tr a ns- G ol gi

m ar k er 3 4 r at h er t h a n a s oft e n i n di c at e d a  m e di al/ tr a ns-

G ol gi  m ar k er.

O v er all, t h e d at a s h o w e d t h at t h e  G ol gi ci st er n a e l o c al-

i s ati o n i s i n d e e d d e p e n d e nt o n t h e  C T S d o m ai n  wit h n o

m e a s ur a bl e i m p a ct fr o m t h e e n z y m ati c d o m ai n of t h e

H u G E s.

T a k e n t o g et h er, t hi s s u g g e st e d t h at  C T S pl a y a si g nifi-

c a nt r ol e i n dir e cti n g l o c ali s ati o n of t h e  H u G E s a n d s h o w

s p e ci e s s p e cifi cit y.  T ar g eti n g of gl y c o s yl ati o n e n z y m e s t o

s p e cifi c r el e v a nt s u b- G ol gi ci st er n a e  w a s s u g g e st e d t o

i m pr o v e e n z y m e a cti vit y a n d t o g e n er at e a gr e at er yi el d of

s p e cifi c gl y c a n str u ct ur e s; f or e x a m pl e,  G N TI V a n d  G N T V

pr o d u c e a gr e at er yi el d of bi- a n d tri- a nt e n n ar y gl y c a n s

w h e n e x pr e s s e d i n t h e  m e di al- G ol gi t h a n  w h e n e x pr e s s e d

i n t h e tr a ns-G ol gi. 5, 2 6

R e pl a ci n g t h e  m a m m ali a n  C T S  wit h pl a nt- s p e cifi c

s e q u e n c e s h a s s h o w n t o b e a v ali d a p pr o a c h f or c or-

r e ct t ar g eti n g a n d e n h a n ci n g e x pr e s si o n l e v el s of  m a m-

m ali a n  H u G E s i n pl a nt s y st e m s.  T h e s e s u c c e s sf ul pr o-

t ei n e n gi n e eri n g a p pr o a c h e s ar e t h e fir st st e p s t o w ar d s

a pl a nt- b a s e d e x pr e s si o n s y st e m f or t h e pr o d u cti o n of

t h er a p e uti c pr ot ei n s of i nt er e st  wit h  m o difi e d  N-li n k e d

gl y c o s yl ati o n. I n a d diti o n, hi g h-r e s ol uti o n d y n a mi c c o n-

f o c al  mi cr o s c o p y a n d s elf- cl e a vi n g p e pti d e  m ar k er s h a v e

b e e n a d a pt e d a s a r o b u st a n d eff e cti v e  m et h o d ol o g y f or

s u b or g a n ell ar pr ot ei n l o c ali s ati o n st u di e s i n  G ol gi b o d y

ci st er n a e.

3 M E T H O D S

3. 1 S y nt h e si s of  h u m a n gl y c o s yl ati o n
e n z y m e s e q u e n c e s

T h e ori gi n al h u m a n s e q u e n c e s f or  G N TI V,  G N T V,

B 4 G A L T1 a n d S T 6 G A L  w er e t a k e n fr o m t h e  N C BI
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( A)

( B)

( C)

( D)

( E)

0. 0

2 0. 0

4 0. 0

6 0. 0

8 0. 0

1 0 0. 0

P
e
a
k 

di
st

a
n
c
e 

[
n

m]

F U T 1 3- B 4 G A L T 1 F U T 1 3- S T 6 G A L

***

***

F I G U R E  8 C o-l o c ali s ati o n li n e pr ofil e a n al y si s f or  F U T1 3- B 4 G A L T1- C L V R,  F U T1 3- S T 6 G A L- C L V R  wit h  m e di al/ tr a ns- G ol gi  m ar k er

c o n str u ct. ( A)  E x a m pl e i m a g e s a n d li n e pr ofil e f or t h e  m ar k er s  M U R 3 ( bl u e) a n d  F U T1 3 ( m a g e nt a), ( B)  F U T1 3- B 4 G A L T1- C L V R or

F U T1 3- S T 6 G A L- C L V R ( gr e e n)  wit h t h e  m e di al- G ol gi  m ar k er  M U R 3 ( bl u e), ( C)  F U T1 3- B 4 G A L T1- C L V R or  F U T1 3- S T 6 G A L- C L V R ( gr e e n)

wit h t h e tr a ns- G ol gi  m ar k er  F U T1 3 ( m a g e nt a), ( D) t h e o v erl a y of all t hr e e pr ot ei n s a n d t h e r e s p e cti v e li n e pr ofil e s. Si z e b ar s = 1 µ m. Si n gl e

c h a n n el i m a g e s f or  Fi g ur e 8 wit h hi g h er  m a g nifi c ati o n ar e s h o w n i n S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e S 2 . ( E) P e a k di st a n c e a n al y si s gr a p h s s h o wi n g t h e

m ar k er s ( M U R 3 + F U T1 3) a n d e a c h  m ar k er  wit h  F U T1 3- B 4 G A L T1- C L V R a n d  F U T1 3- S T 6 G A L- C L V R, r e s p e cti v el y. Si g nifi c a n c e  w a s a n al y s e d

b y  Kr u s k al – W alli s ( * * * p < 0. 0 01).  R e s ult s s h o w n fr o m n = 3 bi ol o gi c al r e pli c a s a n d 6 t e c h ni c al r e p e at s.
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1 2 M c GI N N E S S e t  a l.

T A B L E 1 P ut ati v e  C T S r e gi o n s fr o m cis/ m e di al- a n d tr a ns- G ol gi e n z y m e s u s e d a s l o c ali s ati o n str at e gi e s f or n o v el  H u G E s.2 0

G ol gi e n z y m e:

l o c ali s ati o n  & s o u r c e

C yt o pl a s mi c-t r a n s m e m b r a n e- st e m r e gi o n ( C T S )  wit h

t r a n s m e m b r a n e  d o m ai n u n d e rli n e d & b ol d

T ot al l e n gt h of

C T S r e gi o n ( a a )

M U R 3:  m e di al- G ol gi,

Ar a bi d o psis t h ali a n a β -1, 2-

g al a ct o s yltr a n sf er a s e

M F P R V S M R R R S A E V S P T E P M E K G N G K N Q T N R

I C L L V A L S L F F W A L L L Y F H F V V L G T S NI D K Q L Q L Q P S Y A

7 0 a a

F U T1 3: tr a ns-G ol gi,

Ar a bi d o psis t h ali a n a

α -1, 4-f u c o s yltr a n sf er a s e

M P M R Y L N A M A A L L M M F F T L L I L S F T G I

L E F P S A S T S M E H SI D P E P K L S D S T S

5 2 a a

d at a b a s e.  H u m a n gl y c o s yl ati o n e n z y m e s  w er e c o d o n-

o pti mi s e d f or t o b a c c o ( S u p pl e m e nt ar y  D at a S 4 ) a n d

s y nt h e si s e d b y  T WI S T  Bi o s ci e n c e s ( S a n  Fr a n ci s c o,  U S A,

htt p s:// w w w.t wi st bi o s ci e n c e. c o m/ ).

3. 2 C o n st r u ct s f o r  H u G E s  wit h  pl a nt
C T S r e pl a c e m e nt s

T h e e xi sti n g  H u G E s e q u e n c e s pr e vi o u sl y o bt ai n e d

fr o m t h e  N C BI d at a b a s e  w er e u s e d a s b a si s f or  C T S

f u si o n d e si g n ( S u p pl e m e nt ar y  D at a S 4 ).  T h e r e gi o n

u p str e a m of t h e  H u G E c at al yti c s u b u nit  w a s r e pl a c e d  wit h

t h e a p pr o pri at e pl a nt- s p e cifi c  C T S r e gi o n ( T a bl e 1).

F or t h e  m e di al- G ol gi  H u G E s  G N TI V a n d  G N T V,

M U R 3  w a s u s e d, a n d f or t h e tr a ns- G ol gi t ar g eti n g

B 4 G A L T1 a n d S T 6 G A L,  F U T1 3  w a s u s e d ( S u p pl e-

m e nt ar y  D at a S 5 ).  C T S-r e pl a c e m e nt c o n str u ct s  w er e

s y nt h e si s e d b y  T WI S T  Bi o s ci e n c e s ( S a n  Fr a n ci s c o,  U S A,

htt p s:// w w w.t wi st bi o s ci e n c e. c o m/ ).

3. 3 V e ct o r  p r e p a r ati o n

St a n d ar d  G at e w a y R cl o ni n g pr ot o c ol s  w er e f oll o w e d.

F u si o n c o n str u ct s  w er e fir st i n s ert e d i nt o a p D O N R T M 2 21

G at e w a y  E ntr y v e ct or vi a  B P  Cl o n a s e II  E n z y m e  Mi x

( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c) a c c or di n g t o t h e  m a n uf a ct ur er’s

i n str u cti o n s a n d s e q u e n c e d t o c o nfir m i n s erti o n a n d c o n-

str u ct s e q u e n c e.  L R r e a cti o n s  w er e p erf or m e d u si n g a n

L R  Cl o n a s e II  E n z y m e  Mi x ( T h er m o Fi s h er) f oll o wi n g

m a n uf a ct ur er g ui d eli n e s t o g e n er at e t h e d e sir e d pl a nt

e x pr e s si o n v e ct or. 3 5 T h e f oll o wi n g  G at e w a y d e sti n ati o n

v e ct or s  w er e u s e d 3 5 : p B 7 R W G 2 f or  C-t er mi n al  m R F P

f u si o n s a n d p B 7 F W G 2 f or  C-t er mi n al e G F P f u si o n s. I n t h e

v e ct or p B 7 F W G 2 f or  C-t er mi n al e G F P f u si o n s, t h e e G F P

w a s r e pl a c e d  wit h a  C L O V E R gr e e n fl u or e s c e nt pr ot ei n

( p B 7 F W G 2: C L O V E R).

S elf- cl e a vi n g p e pti d e c o n str u ct s 3 2 c o nt ai ni n g t h e  M U R 3

(f u s e d t o  m T a g B F P) a n d  F U T1 3  C T S d o m ai n s s e p ar at e d

b y t h e s elf- cl e a vi n g p e pti d e P 2 A  wit h i nt ei n s e q u e n c e,

w er e s y nt h e si s e d c o m m er ci all y ( T wi st) a n d s u p pli e d i n a n

e ntr y v e ct or (f or s e q u e n c e s e e S u p pl e m e nt ar y  D at a S 6 ).

A n  L R r e a cti o n  w a s c arri e d o ut a s d e s cri b e d a b o v e  wit h

p B 7 R W G 2 t o a d d a  C-t er mi n al  m R F P f u si o n s t o t h e  F U T1 3

C T S.

3. 4 P r e p a r ati o n of c o m p et e nt
A g r o b a ct e ri a

T h e A gr o b a ct eri u m t u m ef a ci e ns str ai n  G V 31 01 3 6 w a s pr e-

p ar e d a s a l ar g e i niti al v ol u m e of 2 0 0  m L i n  L B ( L y s o g e n y

Br ot h  m e di a,  wit h 2 5 µ g/ m L rif a m pi ci n) fr o m a 2 8 ◦ C

o v er ni g ht c ult ur e.  B a ct eri a  w er e gr o w n at 2 8 ◦ C i n a s h a k-

i n g i n c u b at or u ntil t h e c ult ur e r e a c h e d a n  O D6 0 0 of 0. 4.

T h e i niti al v ol u m e of a gr o b a ct eri u m  w a s t h e n p ell et e d b y

c e ntrif u g ati o n at 3 5 0 0 r p m f or 3 0  mi n, at 4 ◦ C.  T h e p ell et

w a s r e s u s p e n d e d i n c ol d 1  M  C a Cl 2 a n d t h e n s p u n a g ai n at

3 5 0 0 r p m f or 1 0  mi n at 4 ◦ C.  T h e p ell et  w a s r e s u s p e n d e d i n

1 5  m L 1  M  C a Cl 2 a n d t h e b a ct eri al s ol uti o n  w a s s plit i nt o

4 0 0 µ L ali q u ot s s n a p-fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n a n d st or e d

at − 8 0 ◦ C.

3. 5 T r a n sf o r m ati o n of  A g r o b a ct e ri a

1 0 0 µ L of c o m p et e nt  A gr o b a ct eri a  w er e c o m bi n e d  wit h

4 0 0 – 6 0 0 n g of t h e e x pr e s si o n pl a s mi d of i nt er e st, a n d i n c u-

b at e d o n i c e f or 5  mi n.  T h e  mi xt ur e  w a s t h e n fl a s h-fr o z e n

eit h er b y li q ui d nitr o g e n i m m er si o n or b y pl a c e m e nt o n

m et al s h el vi n g i n t h e − 8 0 ◦ C f or 1 5  mi n.  A gr o b a ct eri a  w er e

i n c u b at e d i n a 3 7◦ C  w at er b at h f or 4  mi n.  T h e  mi xt ur e

w a s r a pi dl y tr a n sf err e d t o a 1 5  m L  F al c o n t u b e  wit h 1  m L

L B a n d  w a s t h e n all o w e d t o r e c o v er i n a 2 8 ◦ C i n c u b at or

wit h s h a ki n g i n 1  m L fr e s h  L B f or 2 – 3 h.  A gr o b a c-

t eri a  w er e t h e n s pr e a d o nt o a n a g ar pl at e ( 2 5 µ g/ m L

rif a m pi ci n, 5 0 µ g/ m L of g e nt a m y ci n a n d eit h er 5 0 µ g/ m L

of k a n a m y ci n or s p e cti n o m y ci n d e p e n d e nt o n t h e v e ct or

u s e d), t h e pl at e s  w er e i n c u b at e d at 2 8 ◦ C f or 4 8 h, at  w hi c h

p oi nt c ol o ni e s of a gr o b a ct eri u m c o ul d b e o b s er v e d.  Tr a n s-

f or m e d a gr o b a ct eri u m c ol o ni e s  w er e t h e n tr a n sf err e d i nt o

li q ui d c ult ur e f or u s e i n a gr o b a ct eri u m- m e di at e d pl a nt

tr a n sf or m ati o n.
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M c GI N N E S S e t  a l. 1 3

F I G U R E  9 Mi cr o s c o p y i m a g e s r e pr e s e nt ati v e of  G ol gi b o di e s. ( A)  Wi d e vi e w of off s et b et w e e n a cis- G ol gi  m ar k er ( M N S1- e G F P i n gr e e n)

a n d l at e  G ol gi  m ar k er ( S T- m R F P i n  m a g e nt a; ( B) t o p- d o w n vi e w of  M N S1- e G F P i n gr e e n a n d S T- m R F P i n  m a g e nt a; ( C)  G ol gi b o d y si d e

pr ofil e s uit a bl e f or a n al y si s s h o wi n g t h e  M N S1- e G F P i n gr e e n a n d S T- m R F P i n  m a g e nt a; ( D) si d e pr ofil e s uit a bl e f or a n al y si s of i n di vi d u al

G ol gi b o d y  wit h c o-l o c ali s ati o n of t h e cis- G ol gi  m ar k er  M N S1 i n t w o s e p ar at e c ol o ur s ( M N S1- e G F P i n gr e e n a n d  M N S1- m R F P i n  m a g e nt a).

Si z e b ar s = 1 µ m.

F I G U R E  1 0 ( A)  E x a m pl e pr ofil e vi e w c o nf o c al i m a g e a n d ( B) o ut p ut of a li n e i nt e n sit y a n al y si s fr o m  Z E N bl u e f or  mi cr o s c o p y d at a f or

S T- m R F P ( m a g e nt a) a n d  M N S1- e G F P ( gr e e n).

3. 6 A g r o b a ct e ri u m- m e di at e d t r a n si e nt
p r ot ei n e x p r e s si o n i n t o b a c c o l e af
e pi d e r m al c ell s

A gr o b a ct eri u m- m e di at e d pl a nt tr a n sf or m ati o n  w a s c ar-

ri e d o ut a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d. 3 6 – 3 8 I n bri ef, tr a n sf or m e d

a gr o b a ct eri u m li q ui d c ult ur e s  w er e p ell et e d b y c e ntrif u g a-

ti o n at 2 2 0 0 × g at r o o m t e m p er at ur e f or 5  mi n. I nfiltr ati o n

b uff er ( 5  m g/ m L gl u c o s e, 5 0  m M  M E S, 2  m M  N a 3 P O 4 ⋅

1 2 H 2 O a n d 0.1  m M a c et o s yri n g o n e)  w a s  m a d e fr e s h fr o m

st o c k s a n d u s e d t o  w a s h t h e p ell et o n c e, r e p ell et b y a r e p e at

c e ntrif u g ati o n st e p a n d t h e n t o r e s u s p e n d t h e a gr o b a c-

t eri u m i nt o a fi n al s ol uti o n.  T h e b a ct eri al s u s p e n si o n  w a s

dil ut e d i n t h e i nfiltr ati o n b uff er t o a n  O D 6 0 0 = 0.1.  T h e
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1 4 M c GI N N E S S e t  a l.

F I G U R E  1 1 D at a o ut p ut f or li n e pr ofil e s.  E x a m pl e d at a o ut p ut of li n e pr ofil e a n al y si s i n  Z e n i s s h o w n o n t h e l eft h a n d si d e.  M a xi m u m

fl u or e s c e n c e i nt e n sit y of c h a n n el 1 (r e d arr o w) a n d  m a xi m u m of c h a n n el 2 ( gr e e n arr o w) i s i n di c at e d,  wit h t h e di st a n c e s e p ar ati n g t h e t w o

p e a k s al o n g t h e li n e i nt e n sit y pr ofil e ( bl u e arr o w s).  A n e x a m pl e of a d at a s u b s et i s s h o w n o n t h e ri g ht h a n d si d e.  E a c h r o w pr o vi d e s a si n gl e

G ol gi b o d y li n e pr ofil e a n al y si s fr o m o n e c o m bi n ati o n s h o wi n g  m a xi m u m i nt e n siti e s a n d t h e di st a n c e b et w e e n t h e m, pr o c e s s e d b y u s e of a

P yt h o n s cri pt.

i nfiltr ati o n  m e di u m  w a s i nj e ct e d i nt o t h e a b a xi al l e af s ur-

f a c e of 2- w e e k- ol d  m at ur e t o b a c c o pl a nt s ( gr o w n u n d er

a 1 6 h li g ht/ d ar k c y cl e)  wit h a bl u nt 1  m L s yri n g e, aft er

fir st  m a ki n g a s m all p u n ct ur e u si n g a pi p ett e ti p.  A p er m a-

n e nt  m ar k er o n t h e l e af s urf a c e  w a s u s e d t o i n di c at e t h e

s pr e a d of t h e  m e di u m  wit hi n t h e l e af ti s s u e t o e n s ur e o nl y

i nfiltr at e d l e af s urf a c e i s l at er u s e d. I nfiltr at e d pl a nt s  w er e

i n c u b at e d at 2 3◦ C f or 7 2 h b ef or e i m a gi n g.

3. 7 C o nf o c al  mi c r o s c o p y

T o i m a g e t o b a c c o l e af e pi d er m al c ell s, s m all l e af s e cti o n s

( 2 5  m m2 )  w er e c ut fr o m i nfiltr at e d t o b a c c o l e a v e s a n d t h e

a b a xi al s urf a c e i m a g e s. S e cti o n s  w er e  m o u nt e d i n  w at er

f or c o nf o c al  mi cr o s c o p y.  All c o nf o c al  mi cr o s c o p y  w a s p er-

f or m e d u si n g a  Z ei s s  L S M 8 8 0  wit h  Air y s c a n d et e ct or.

I m a g e s  w er e c oll e ct e d  wit h a  Z ei s s Pl a n A p o 1 0 0 x/1. 4 6  N A

oil i m m er si o n. 51 2 × 51 2 i m a g e s  w er e c oll e ct e d i n 8- bit

wit h 2-li n e a v er a gi n g a n d e x cit ati o n at 4 8 8 n m ( e G F P) a n d

5 61 ( m R F P), a n d e mi s si o n at 4 9 5 – 5 5 0 n m a n d 5 7 0 – 61 5 n m,

r e s p e cti v el y.

3. 8 Li n e  p r ofil e a n al y si s

C o-l o c ali s ati o n a n al y si s f or c o n str u ct s a n d  m ar k er s i n t h e

pl a nt  G ol gi b o d y  w a s p erf or m e d u si n g t h e li n e pr ofil e util-

it y i n  Z ei s s  Z E N bl u e s oft w ar e ( V er si o n 3. 5. 0 9 3. 0 0 0 0 0).2 7

T h e hi g hl y d y n a mi c n at ur e of i m a gi n g pl a nt  G ol gi b o di e s

n e c e s sit at e d u s e of l o n g ti m e s eri e s t o c oll e ct a s uffi ci e nt

n u m b er of s uit a bl e si d e- pr ofil e i m a g e s  w hil e  G ol gi r ot at e

a pr er e q ui sit e t o c o-l o c ali s ati o n a n al y si s ( Fi g ur e 9 A ). It

i s n ot p o s si bl e t o vi s u ali s e ci st er n a e s e p ar ati o n i n fl at or

t o p- d o w n vi e w s of t h e  G ol gi ( Fi g ur e 9 B ) d u e t o o v erl a p-

pi n g ci st er n a e r e s ulti n g i n o v erl a p pi n g fl u or e s c e nt si g n al,

wit h i n di vi d u al ci st er n a e o nl y di sti n ct i n si d e pr ofil e

( Fi g ur e 9 C ). I n di vi d u al fr a m e s of ti m e s eri e s  w er e u s e d

t o l o c at e s uit a bl e si d e- pr ofil e  G ol gi ( Fi g ur e 9 C a n d D ) t o

vi s u ali s e ci st er n a e a n d d et er mi n e d e gr e e of c o-l o c ali s ati o n.

Wit h s uit a bl e si d e pr ofil e  G ol gi o bt ai n e d,  Z E N bl u e s oft-

w ar e  w a s u s e d t o dr a w a li n e p er p e n di c ul ar t o t h e s el e ct e d

G ol gi b o d y ( Fi g ur e 9 ) i n or d er t o g e n er at e a li n e i nt e n sit y

pr ofil e ( Fi g ur e 1 0) of t h e t w o c h a n n el s.

T h e di st a n c e b et w e e n t h e  m a xi m u m p e a k i nt e n siti e s of

e a c h c h a n n el  w a s c oll e ct e d a cr o s s t h e li n e pr ofil e f or e a c h

G ol gi b o d y a n al y s e d ( Fi g ur e 11),  wit h t h e d at a b ei n g u s e d

t o d et er mi n e t h e  m a xi m u m p e a k i nt e n sit y of e a c h r e s p e c-

ti v e c h a n n el (r e d a n d gr e e n arr o w s), a n d t h e di st a n c e v al u e

b et w e e n t h e m i n n m ( bl u e arr o w s).  A v er a g e a n d st a n d ar d

d e vi ati o n  w er e c al c ul at e d f or e a c h pr ot ei n c o m bi n ati o n.

T hi s pr o c e s s  w a s a ut o m at e d t hr o u g h u s e of a P yt h o n

s cri pt ( Fi g ur e 9 ; S u p pl e m e nt ar y  D at a S 7 wit h c o d e f or

P yt h o n v er si o n 3. 9) t o it er at e t hr o u g h  m ulti pl e . c s v fil e s,

o bt ai n di st a n c e b et w e e n p e a k s a n d fit t o a  G a u s si a n di s-

tri b uti o n t o i m pr o v e pr e ci si o n of r e s ult s c oll e ct e d, a s  Z E N

o nl y f or m at s di st a n c e  m e a s ur e m e nt s b y pi x el, l e a di n g t o

a n irr e g ul ar s c al e t h at l a c k s s m all i n cr e m e nt s.  T hi s d eli v-

 13652818, 0, 
Do

wnloaded fro
m https://onlinelibrary.

wiley.co
m/doi/10.1111/j

mi.13311 by 
Test, 

Wiley 
Online 

Library on [27/01/2025]. 
See the 

Ter
ms and 

Conditions (https://onlinelibrary.
wiley.co

m/ter
ms-and-conditions) on 

Wiley 
Online 

Library for rules of use; 
O

A articles are governed by the applicable 
Creative 

Co
m

mons 
License



M c GI N N E S S e t  a l. 1 5

er s p e a k i nt e n sit y of e a c h c h a n n el, a s eit h er t h e  m o difi e d

G a u s si a n-fitt e d d at a or t h e u n m o difi e d  m a x di st a n c e d at a

d eli v er e d b y  Z e n, t o c o m p ar e f or a n y err or s, t h e n u s e d t o

pr o d u c e a v er a g e s a n d st a n d ar d d e vi ati o n s a cr o s s c oll e ct e d

li n e i nt e n sit y pr ofil e s.

A U T H O R  C O N T R I B U T I O N S

V K c o n c ei v e d of t h e st u d y t o g et h er  wit h J S,  R S a n d S B.

E x p eri m e nt s a n d d at a a n al y si s  w er e p erf or m e d b y  A M G,

V K a n d J S.  V K  wr ot e t h e  m a n u s cri pt  wit h c o ntri b uti o n s

fr o m all t h e a ut h or s li st e d.  V K a gr e e s t o s er v e a s t h e a ut h or

r e s p o n si bl e f or c o nt a ct a n d e n s ur e s c o m m u ni c ati o n.

A C K N O W L E D G E M E N T S

T h e a ut h or s t h a n k  L u k e  L e e- Br e wi n f or hi s c o ntri b uti o n

t o t h e P yt h o n s cri pt a n d t h e  O xf or d  Br o o k e s  C e ntr e f or

Bi oi m a gi n g f or t h e o n g oi n g t e c h ni c al s u p p ort.

T h e  w or k  w a s s u p p ort e d b y a n  O xf or d a n d  O xf or d

Br o o k e s I nt er di s ci pli n ar y  D T P P h D st u d e nt s hi p t o  A M G

a n d a  B B S R C r e s p o n si v e  m o d e gr a nt ( B B/ X 0 0 6 41 7/1) t o

V K.

O R C I D

Ver e n a  Kri e c h b a u m er htt p s:// or ci d. or g/ 0 0 0 0- 0 0 0 3-

3 7 8 2- 5 8 3 4
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