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 เอนไซม ์Os7BGlu26  เป็นเอนไซมข์องขา้ว (Oryza sativa) ซ่ึงจดัอยูใ่นตระกูล glycoside 

hydrolase family 1 (GH1) สามารถใช ้4-nitrophenyl--D-mannopyranoside เป็นสับสเตรทไดดี้กวา่ 

4-nitrophenyl--D-glucopyranoside เพื่อท่ีจะเข้าใจความจ าเพาะต่อสับสเตรทและกลไกการเร่ง

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ชนิดน้ี จึงท าการตกผลึกเอนไซม์ Os7BGlu26 น้ีร่วมกบัลิแกนด์ต่างๆ เช่น 

น ้ าตาลแมนโนส ตวัยบัย ั้ง 2,4-dinitrophenyl-2-deoxy-2-fluoroglucoside (dNPG2F) ตวัยบัย ั้ง 

isofagomine ตวัยบัย ั้ง mannoimidazole และตวัยบัย ั้ง glucoimidazole เอนไซม ์ Os7BGlu26 มี

โครงสร้างโดยทัว่ไปเป็นแบบคลาสิก TIM-barrel เหมือนกบัโครงสร้างของโปรตีนอ่ืนๆ ในตระกูล

น้ี โครงสร้างเชิงซ้อนของ Os7BGlu26 กับน ้ าตาลแมนโนสหรือโครงสร้างของเอนไซม์กับ

ผลิตภณัฑ ์พบวา่โครงรูปของน ้าตาลแมนโนสเป็นแบบเรือเอียง 1S5 เม่ือน าโครงรูป 
1S3, 

1S5, 
2SO, และ 

3S1 ของสับสเตรท 4NPMan และ 4NPGlc  เขา้ไปอยูใ่นบริเวณเร่งของ Os7BGlu26 พบวา่ โครง

รูปแบบ  1S5 และ 1S3 มีค่าพลงังานต ่าสุด เม่ือเปรียบเทียบ docked conformers กบัโครงสร้างของ

เอนไซม ์GH1 อ่ืนจากขา้ว พบมีความแตกต่างของ กรดอะมิโนท่ีมีอนัตรกิริยากบักรดอะมิโนตวัเร่ง

ปฏิกิริยากรด/เบสระหว่างเอนไซม์ท่ีมี และไม่มีกิจกรรมของเอนไซม์บีตาแมนโนซิเดส การกลาย

พนัธ์ุของ Tyr134 ไปเป็น Trp ของ Os7BGlu26 เป็นผลให้อตัราส่วนของค่า kcat/Km ระหว่าง 

4NPMan ต่อ 4NPGlc ลดต ่าลง ในขณะท่ีเอนไซม์กลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่ง Tyr134 ไปเป็น Phe 

อตัราส่วนน้ีเพิ่มข้ึน 13 เท่า การกลายพนัธ์ุของเอนไซมท่ี์ต าแหน่ง Cys182 เป็น Thr กิจกรรมของ

เอนไซมท์ั้งสองแบบลดลง และลดความจ าเพาะต่อแมนโนส สรุปไดว้่าอนัตรกิริยากบักรดอะมิโน

ตวัเร่งตวัเร่งปฏิกิริยากรด/เบสมีบทบาทส าคญัต่อความจ าเพาะกบัน ้ าตาล โครงสร้างเชิงซ้อนของ 

Os7BGlu26 กบัตวัยบัย ั้ง dNPG2F แสดงการจบักนัของลิแกนด์น้ีท่ีต  าแหน่งจบั +1 ถึง +2 และร่องท่ี

สันนิษฐานวา่จบักบัสับสเตรท แทนท่ีจะเป็นต าแหน่งจบั -1 ถึง +1 ในทางกลบักบัผลึกเอนไซมก์ลาย

พนัธ์ท่ีกรดอะมิโนตวัเร่งท่ีท าหนา้ท่ีให้และรับโปรตรอน E179Q ท่ีแช่ดว้ยตวัยบัย ั้งเดียวกนัน้ี แสดง

ให้เห็นถึงโครงสร้างมธัยนัตแ์บบโควาเลนตก์บั G2F ท่ีมีโครงรูปเป็นแบบเกา้อ้ี 4C1 โครงสร้างของ 

Os7BGlu26 ร่วมกบัตวัยบัย ั้งเอนไซม์ไกลโคซิเดส isofagomine และตวัยบัย ั้งท่ีคลา้ยกบัช่วง     
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ทรานซิชนัท่ีเป็นอีพิเมอร์กนั mannoimidazole และ glucoimidazole ไดท้  าการตรวจสอบ พบว่า 

โครงสร้างเชิงซ้อนกบัตวัยบัย ั้ง isofagomine มีลกัษณะวงแหวนใกลเ้คียงกบัโครงรูปเกา้อ้ี 4C1 ซ่ึง

เป็นโครงรูปท่ีผอ่นคลายของไกลโคไซด์ และตวัยบัย ั้งน้ีมีค่าคงท่ีการยบัย ั้งแบบแข่งขนั (Ki) เท่ากบั 

2.97 x 10-6 โมลาร์ โครงสร้างของตวัยบัย ั้ง mannoimidazole แสดงการบิดของวงแหวนระหวา่งรูป

เรือบิด 1S5 และรูป B2,5 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัโครงรูปของน ้ าตาลแมนโนสท่ีสภาวะทรานซิชนัตวัยบัย ั้งน้ี

มีค่าคงท่ีการยบัย ั้งเท่ากบั 13.2 x 10-6 โมลาร์  ตวัยบัย ั้ง glucoimidazole มีการบิดตวัเป็นรูปซอง

จดหมาย 4E ซ่ึงมีลกัษณะใกลเ้คียงกบัโครงรูป 4H3 half chair สภาวะทรานซิชนัของน ้ าตาลกลูโคส 

และตวัยบัย ั้งน้ีมีค่าคงท่ีการยบัย ั้งแบบแข่งขนั เท่ากบั 54.2 x 10-9 โมลาร์ มากไปกว่านั้น

ความกา้วหนา้ของปฏิกิริยา (progress curves) การยบัย ั้งของตวัยบัย ั้ง isofagomine mannoimidazole 

และ glucoimidazole แสดงถึงการยบัย ั้งเอนไซม ์Os7BGlu26 แบบ slow onset ซ่ึงจะพบไดใ้น

การศึกษาการยบัย ั้งของตวัยบัย ั้งท่ีมีลกัษณะคลา้ยกบัสภาวะทรานซิชนัของสับสเตรท การศึกษาน้ีได้

ยนืยนัวา่ มีเส้นทางการบิดท่ีแตกต่างกนั 2 เส้นทาง ของน ้าตาลแมนโนส และน ้ าตาลกลูโคสระหวา่ง

การเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซม ์Os7BGlu26 
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 Rice Os7BGlu26 is one member of glycoside hydrolase family 1 (GH1) which 

prefers to use 4-nitrophenyl--D-mannopyranoside (4NPMan) as a substrate over 

4NP--D-glucopyranoside (4NPGlc). In order to understand its glycon specificity and 

catalytic mechanism, Os7BGlu26 is being investigated at the molecular level. The 

Os7BGlu26 protein was crystallized and soaked with or without ligands (mannose, 

2,4-dinitrophenyl-2-deoxy-2-fluoroglucoside (dNPG2F), isofagomine, 

mannoimidazole and glucoimidazole). The overall structure of native Os7BGlu26 had 

the classic TIM-barrel, which is similar to other GH1 enzymes. The Os7BGlu26 

structure with D-mannose corresponds to a product complex, with -D-mannose in the 

1
S5 skew boat conformation.  Docking of the 

1
S3, 

1
S5, 

2
SO, and 

3
S1 pyranose ring 

conformations of 4NPMan and 4NPGlc substrates into the active site of Os7BGlu26 

indicated lowest energies in 
1
S5 and 

1
S3 skew boat conformations.  Comparison of 

these docked conformers with other rice GH1 structures revealed differences in the 

residues interacting with the catalytic acid/base between enzymes with and without 

significant -D-mannosidase activities.  Mutation of Tyr134 to Trp in Os7BGlu26 

resulted in a lower ratio of kcat/Km for 4NPMan to that for 4NPGlc, while mutation of 

Tyr134 to Phe increased this ratio 13-fold.  Mutation of Cys182 to Thr decreased both 
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activity and selectivity for -D-mannoside. We conclude that interactions with the 

catalytic acid/base play a significant role in glycon selection. The structure of the 

Os7BGlu26 complex with dNPG2F showed that one ligand bound at the +1 to +2 

subsites and another at a position further out in the putative substrate binding cleft, 

rather than at the expected subsite -1 to +1 position. In contrast, the E179Q 

Os7BGlu26 acid/base mutant soaked with this inhibitor yielded the structure of a 

covalent intermediate with G2F, which was found in a 
4
C1 chair conformation. The 

structures of the Os7BGlu26 with the glycosidase inhibitor isofagomine and the 

epimeric putative transition state mimic inhibitors mannoimidazole and 

glucoimidazole were also determined. The crystal structure of the complex with 

isofagomine showed a ring close to a 
4
C1 chair form, which is proposed to be the 

relaxed state conformation of glycosides, and this inhibitor had a competitive Ki 

constant of 2.97 x 10
-6

 M.   The crystal structure of mannoimidazole showed a 

distorted ring between a 
1
S5 skew boat and a B2,5 boat, which is proposed to be the 

transition state conformation of mannosides, and this inhibitor had a competitive Ki 

constant of 13.2 x 10
-6

 M.  Glucoimidazole also had distortion to a 
4
E envelope 

conformation, which is close to the 
4
H3 half chair transition state proposed for 

glucosides, and this inhibitor had a competitive Ki constant of 54.2 x 10
-9

 M. 

Moreover, the progress curves found that isofagomine, mannoimidazole and 

glucoimidazole show slow onset inhibition of Os7BGlu26, as seen in other transition 

state analogue studies. This study supports the use of two different distortion pathways 

for D-mannosides and D-glucosides during hydrolysis by Os7BGlu26.
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