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ABSTRACT

Heparan sulfates (HS) are linear cell-surface polysaccharides that play essential roles in many biological
processes. Their function mainly depends on their diverse sulfate patterns, which result from consecutive
but incomplete enzymatic modifications. The N-deacetylase/N-sulfotransferase (NDST) enzymes
perform the initial sulfation modifications on HS chains through deacetylation and re-sulfation of
glucosamine units. The four human NDST isoenzymes (NDST1-4) create different sulfation patterns,
providing the foundation for further HS modifications. NDST3 is a neural tissue-specific isoenzyme
with significantly lower sulfotransferase activity compared to NDST1, NDST2, and NDST4; however,
the molecular reasons for this difference remain unknown. To explore this enzymatic function, we
optimized the recombinant expression and purification of the NDST3 sulfotransferase domain by
refining domain boundaries, designing fusion protein constructs, and introducing rationally designed
thermostabilizing surface mutations. This experimental system allowed the production of a thermostable
and enzymatically active heparan sulfate N-sulfotransferase, offering a means for comparative studies
of NDST isoenzymes and a deeper understanding of their roles in HS biosynthesis.
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OSSZEFOGLALO

A heparan szulfatok (HS) sejtfelszini poliszacharidok, melyek szamos biologiai folyamatban
kulcsfontossaguak. Szerepiiket nagymértékben meghatarozza valtozatos szulfat mintazatuk, melynek
kialakitasat elséként az N-dezacetilaz/N-szulfotranszferaz (NDST) enzimek végzik a glilkdzamin
egységek modositasa révén. A négy human NDST izoenzim (NDST1-4) eltéré mintazatokat alakit ki,
melyek a tovabbi HS modositasok alapjaul szolgdlnak. Az idegszdvetben kifejez6dé NDST3
szulfotranszferaz aktivitasa alacsonyabb a tobbi izoenzimhez képest, ennek molekularis hattere azonban
ismeretlen. Az NDST3 N-szulfotranszferaz domén jellemzéséhez fehérjemérnokségi megfontolasok
alapjan E. coli expressziés rendszerben fehérje konstrukciokat terveztiink ¢és allitottunk eld.
Meghataroztuk az optimalis doménhatarokat, fuzids fehérjéket és tisztitasi korilményeket, valamint
optimalizaltuk a fehérjeexpressziot. Az igy eldallitott fehérje hostabilitisa megfeleld volt, és
enzimatikus aktivitdst mutatott. Eredményeink egy kisérletes rendszert alapoznak meg, amely lehetdvé
teszi az NDST izoenzimek aktivitasanak 6sszehasonlitd vizsgalatat és szerepiik pontosabb megértését a
HS bioszintézisben.
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